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Abstrakt 

Univerzita Karlova, Farmaceutická fakulta v Hradci Králové 

Katedra analytické chemie 

Kandidát: Mgr. Dorota Turoňová 

Školitel: doc. RNDr. Lenka Kujovská Krčmová, Ph.D. 

Název disertační práce: Využití kapalinové chromatografie v analýze biologického 

materiálu pro klinický výzkum 

 

Disertační práce je zaměřená na využití kapalinové chromatografie pro klinický 

výzkum. Je rozdělená na dva hlavní oddíly, Teoretickou část a Komentáře k vybraným 

publikovaným pracím. 

V teoretické části je popsáno použití vysokoúčinné kapalinové chromatografie v praxi. 

Jsou zde diskutovány klíčové parametry pro vývoj LC metody a trendy současné 

bioanalytické praxe. Dále je vysvětlen odběr a úprava vzorků různých biologických 

matric, včetně všech překážek a nástrah, které je třeba zohlednit. Stručně jsou rovněž 

zmíněny moderní trendy. Součástí kapitoly o úpravě vzorků je také část věnovaná 

derivatizaci a její využití v analýze platinových derivátů, která souvisí s komentářem k 

publikované práci. 

Hlavní část práce se zabývá komentářem ke čtyřem vybraným publikovaným pracím. 

První prezentuje přehledový článek zabývající se použitím mikroextrakce 

v pipetovacích špičkách v klinické a forenzní toxikologii. Jsou zde diskutovány výhody 

a nevýhody jednotlivých aplikací s důrazem na jejich praktičnost a možnost uplatnění 

v praxi. Druhou a nejvíce diskutovanou je práce zabývající se použitím HPLC pro 

stanovení platinových léčiv v různých druzích biologických matric po derivatizaci 

diethyldithiokarbamátem a jeho vhodnost pro použití v rutinní praxi. Pozornost je 

především věnována výskytu různých matricových efektů a tím i ovlivnění robustnosti 

metody. Cílem bylo vyvinout jednoduchý, levný a složitou instrumentaci nevyžadující 

přístup pro použití v rutinní praxi. Třetí a čtvrtý komentář se zaměřuje na biomedicinské 

práce, které se zabývají potenciálem využití markerů aktivace imunitní odpovědi pro 

predikci odpovědi organismu postiženého nádorovým onemocněním na léčbu 

imunoterapií a vývoje onemocnění a pro zvládnutí léčby COVID-19. Ty vznikly za 
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spolupráce s ostatními pracovišti Fakultní nemocnice Hradec Králové a Fakultní 

nemocnice Olomouc. 

V závěru disertační práce je vložen rovněž přehled publikací i dalších výstupů.
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Abstract 

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Králové 

Department of Analytical Chemistry 

Candidate: Mgr. Dorota Turoňová 

Supervisor: Assoc.prof. RNDr. Lenka Kujovská Krčmová, Ph.D. 

Title of doctoral thesis: Application of liquid chromatography in the analysis of 

biological material for clinical research 

 

The dissertation focuses on the use of liquid chromatography for clinical research. It is 

divided into two main sections, Theoretical part and Commentary on selected 

published articles. 

The theoretical part describes the application of high-performance liquid 

chromatography in practice. Key parameters for the development of LC methods and 

trends in current bioanalytical practice are discussed. Furthermore, the sample 

collection and preparation of different biological matrices is explained, including all the 

obstacles and pitfalls that need to be taken into account. Modern trends are also briefly 

mentioned. The chapter on sample preparation also includes a section on 

derivatization and its use in the analysis of platinum derivatives, which is related to the 

commentary on the published work. 

The main part of the thesis deals with commentary on four published articles. The first 

presents a review article dealing with the use of microextraction in pipette tips in clinical 

and forensic toxicology. The advantages and disadvantages of each application are 

discussed with emphasis on its practicality and applicability. The second and most 

discussed is a paper dealing with the use of HPLC for the determination of platinum 

drugs in various types of biological matrices after derivatization with 

diethyldithiocarbamate and its suitability for use in routine practice. Attention is mainly 

paid to the occurrence of various matrix effects and thus affecting the robustness of 

the method. The aim was to develop a simple, inexpensive and demanding 

instrumentation-free approach for use in routine practice. The third and fourth 

commentaries focus on biomedical papers that address the potential of using markers 

of immune response activation to predict the response of the cancer-affected organism 

to immunotherapy treatment and disease progression, and to manage the treatment of 
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COVID-19. These were developed in collaboration with other departments of the 

University Hospital Hradec Králové and the University Hospital Olomouc. 

A list of publications and other outputs is also included at the end of the dissertation.
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Seznam zkratek 

µ-SPE-PT mikroextrakkce pomocí plněných pipetovacích špiček 

(micro-solid-phase extraction pipette tips) 

BMI index tělesné hmotnosti 

(Body Mass Index) 

CFS škála klinické křehkosti 

(Clinical Frailty Scale) 

CRP C-reaktivní protein 

CT prahový cyklus polymerázové řetězové reakce 

(cycle threshold values) 

DBS metoda suché kapky krve  

(dried blood spot) 

 

DDTC diethyldithiokarbamát 

(diethyldithiocarbamate) 

DLLME disperzní mikroextrakce z kapaliny do kapaliny 

(dispersive liquid-liquid microextraction) 

DPX disperzní mikroextrakční spičky 

(dispersive micro-solid-phase extraction pipette tips) 

EMA Evropská léková agentura 

(European Medicines Agency) 

 

FDA Americký Úřad pro kontrolu potravin a léčiv  

(Food and Drug Administration) 

FLD fluorescenční detekce 

FNHK Fakultní nemocnice Hradec Králové 

FNOL Fakultní nemocnice Olomouc 

GC plynová chromatografie  

(gas chromatography) 

HF LPME extrakce v kapalné fázi za použití dutého vlákna  

(hollow-fibre liquid-phase microextraction 

HILIC hydrofilní interakční chromatografie  

(hydrophilic interaction chromatography) 

HPLC vysokoúčinná kapalinová chromatografie  

(high performance liquid chromatography) 
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ICI Inhibitory kontrolních bodů imunity 

(immune checkpoint inhibitors) 

ICP-MS hmotnostní spektrometrie s indukčně vázaným 

plasmatem 

(inductively coupled mass spektrometry) 

ICH Mezinárodní rada pro harmonizaci  
(International Conference on Harmonisation) 

K3EDTA kyselina ethylendiamintetraoctová 

LC kapalinová chromatografie  
(liquid chromatography) 

LLE extrakce z kapaliny do kapaliny  
(liquid-liquid extraction) 

LLME mikroextrakce z kapaliny do kapaliny  
(liquid-liquid microextraction) 

LLOQ dolní mez krantifikace  
(lower limit of quantitation) 

MEPS mikroextrakce pomocí plněného tuhého sorbentu 
(microextraction by packed sorbent) 

mRCC  metastatický karcinom ledviny (metastatic renal cell 
carcinoma) 

MS hmotnostní spektrometrie 
(mass spectrometry) 

MS/MS tandemová hmotnostní spektrometrie  
(tandem mass spectrometry) 

PDA/DAD detekce s diodovým polem 
(photodiode array detection, diode-array detection) 

PFP/F5 pentafluorfenylové fáze 

POCT testování u lůžka pacienta  
(point of care testing) 

PUF plasmatický ultrafiltrát  
(plasma ultrafiltrate) 

RCF relativní odstředivá síla  
(rotation centrifugation force) 

SBSE sorpční extrakce míchadlem  
(stir bar sorptive extraction) 

SDME extrakce do jediné kapky rozpouštědla 
(single-drop microextraction) 

SPE extrakce na tuhou fázi  
(solid-phase extraction) 

SPME mikroextrakce na tuhou fázi  
(solid-phase microextraction) 
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TDM terapeutické monitorování léčiv 
(therapeutic drug monitoring) 

TFME mikroextrakce pomocí tenké vrstvy 
(thin-film microextraction) 

UHPLC ultra-vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
(ultra high performance liquid chromatography) 

ULOQ horní mez stanovitelnosti  
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1. ÚVOD 

Jedním z hlavních cílů v bioanalýze je stanovení exogenních či endogenních látek, 

případně jejich metabolitů, se snahou získat více informací o molekulární úrovni 

různých onemocnění. Kvalitativní a/nebo kvantitativní změny hladin biomarkerů jsou 

často nedílnou součástí diagnostiky, monitoringu terapie a zjištění prognózy celé řady 

onemocnění. Biologický materiál je také využíván pro terapeutické sledování lékových 

hladin s hlavním cílem optimalizace terapie se snahou minimalizovat vedlejší účinky. 

Jedním ze směrů je také toxikologická analýza, která je zcela nezbytná po identifikaci 

a následnou léčbu otrav, ale rovněž významná pro forenzní účely. Je odhadováno, že 

zhruba 60-70 % všech rozhodnutí týkajících se vytvoření diagnózy pacienta, výběru 

vhodné léčby a sledování její efektivity je založeno na výsledcích laboratorních testů. 

Jednou z moderních separačních technik využívaných v bioanalýze je kapalinová 

chromatografie. Její hlavní výhodou je univerzálnost, krátká doba analýzy, citlivost (dle 

zvoleného způsobu detekce) a hlavně možnost stanovení celé řady látek různých 

fyzikálně chemických vlastností během jedné analýzy. Jednou z klíčových a 

nejnáročnější částí využití této techniky v bioanalýze je úprava vzorku. Při práci 

s různými druhy biologického materiálu je chromatografista často nucen vynaložit větší 

úsilí pro vývoj extrakčního procesu než při tvorbě samotné metody pro analýzu. 

V rámci klinické praxe musíme vzít v potaz aspekty jako je nedostatek matrice v rámci 

jednoho odběru, velké série vzorků, co nejkratší turnaround time a samozřejmě 

dostatečná citlivost a selektivita pro daný analyt. Jedním z nových směrů 

v preanalytické fázi je v posledních letech  miniaturizace, snižování množství 

rozpouštědel, ale zejména vzorku, zabezpečující větší komfort pacienta, 

dále automatizace celých postupů zejména z důvodů eliminace chyb vzniklých díky 

lidskému faktoru a také zvýšení kapacity laboratoře pro zpracování vzorků. Kvůli 

narůstající potřebě zvyšování efektivnosti laboratorního procesu, dochází i k 

modernizaci laboratorní instrumentace. Kapalinová chromatografie spolu s moderními 

preanalytickými postupy proto stále více proniká nejen do klinického výzkumu, ale i do 

rutinní laboratorní praxe.  
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2. CÍL PRÁCE 

Cílem teoretické části disertační práce bylo shrnout význam kapalinové chromatografie 

v klinické praxi, požadavky na metody a parametry, které mají přímý vliv na výslednou 

metodiku. Dále zhodnotit preanalytické i analytické faktory, které ovlivňují výsledek 

analýzy biologického materiálu. Následně je popsán způsob odběru a úpravy vzorku 

pro bioanalytické účely, který je běžně používán v rutinních laboratořích s krátkým 

přehledem nových trendů v dané oblasti. V kapitole zabývající se úpravou vzorku je 

také část věnována derivatizaci a její využití v analýze platinových derivátů. 

Jedním z cílů je shrnout dříve publikované informace týkající se úpravy vzorku 

biologického materiálu s využitím mikroextrakce v pipetovacích špičkách, a to z 

pohledu důležitosti přepracování tradičních pro praxi nevýhodných extrakčních 

postupů, seznámit se s principy extrakce, poukázat na jejich výhody a nevýhody s 

praktickým hodnocením aplikací pro možné uplatnění v rutinních laboratořích.  

Hlavním cílem  experimentální práce bylo vyvinout a optimalizovat metodiku pro 

stanovení platinových chemoterapeutik v různých biologických materiálech, aby bylo 

možné zhodnotit jejich hladiny u pacientů léčených těmito preparáty. Hlavním úsilím 

bylo vyvinout jednoduchou, rychlou a finančně i instrumentálně nenáročnou metodu, 

která by byla vhodná pro zpracování většího počtu vzorků za použití kapalinové 

chromatografie. Výsledkem této práce by mělo být posouzení vhodnosti použití 

předkolonové derivatizace s diethyldithiokarbamátem, aplikované na komplexní 

matrice, aniž by matricové efekty ovlivnily správnost výsledků. 

Zavedené bioanalytické metody ve Výzkumné laboratoři ÚKBD byly uplatněny pro 

klinické studie FNHK. Jedním z cílů bylo zjištění potenciálu nových biomarkerů pro 

zlepšení laboratorní diagnostiky a následně i péče o pacienty s některými závažnými 

onemocněními. 
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3. TEORETICKÁ ČÁST 

3.1. HPLC v klinické praxi 

3.1.1. Postavení chromatografie vůči ostatním metodám v klinické praxi 

Klinické laboratoře v současné době využívají několik základních technik pro analýzu 

většiny látek pro rutinní praxi. Mezi tyto přístupy řadíme atomovou a molekulární 

absorpční spektrometrii, kompetitivní a sendvičovou imunoanalýzu, imunonefelometrii, 

elektrochemické metody zahrnující potenciometrii a amperometrii a další. Z oblasti 

separačních technik je také využívána elektroforéza a chromatografie [1–3]. 

Často využívané metody založené na spektrofotometrii a elektrochemii disponují 

uspokojující selektivitou a sensitivitou pro danou aplikaci. Jelikož jsou tyto techniky 

většinou velmi levné, plně automatizované a dosahují spolehlivých výsledků, není 

nutné je nahradit náročnějšími přístupy i když poskytují vyšší citlivost a selektivitu [4]. 

V rutinní laboratorní praxi jsou využívány zejména metody imunoanalýzy založené na 

komerčně dostupných kitech. Hlavním limitujícím faktorem je možná reakce 

s interferujícími látkami podobné struktury zkreslující výsledek analýzy, a to zejména 

v případě nezařazení úpravy vzorku před analýzou. Problematické se jeví i stanovení 

analytů o nízkých hladinách [5]. Dalším velmi důležitým aspektem zejména 

imunoanalýzy je její citlivost na složení použitých chemikálií. Složení reagenčních látek 

komerčně dostupných kitů se mezi jednotlivými sadami může lišit a je tak zdrojem 

odlišnosti výsledků vydaných mezi různými laboratořemi. Proto je doporučováno 

provádět imunuanalytické analýzy pouze v rámci stejné laboratoře [3]. Vzhledem 

ekonomické stránce, imunoanalýza se svými náklady vyrovná stanovení 

vysokoúčinnou kapalinovou chromatografií (HPLC), jelikož je nutné počítat i se 

stanovením v dubletu a náklady na kalibraci. Imunoanalýza je tedy vhodnější jako test 

pro skupiny látek např. v rámci screeningu v toxikologické analýze v kombinaci s 

následnou selektivní chromatografickou analýzou pro konfirmaci [1, 2]. Jednotlivé 

techniky, které jsou pro účely screeningu používány v rutinních laboratořích je možné 

mezi sebou porovnat v tabulce (Tab. 1) [6].
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Kapalinová chromatografie (LC) je sice v dnešní době již rutinně zastoupenou 

technikou, ale stále ne tak rozšířenou jako automatizované optické techniky či finančně 

náročný provoz, ale i požadavky na zkušeného operátora [3, 7, 8]. Z hlediska nutnosti 

použití vysoce citlivých a specifických metod je klíčová především oblast monitorování 

lékových hladin, klinická a forenzní toxikologie, imunologie, dále také stanovení 

biomarkerů, metabolomika, lipidomika a další odvětví klinické bioanalýzy [1, 4]. 

Jedním z řešení pro implementaci LC do rutinní klinické praxe je rozšíření nabídky 

komerčně dostupných LC kitů (např. [9–11]) obsahujících potřebné chemikálie, 

stacionární fázi, často i spotřební materiál potřebný pro úpravu vzorku a instrukce které 

umožnují jednoduché zavedení „metody na klíč“ pro rutinní použití bez jejího 

předešlého složitého vývoje a komplexní validace (Obr. 1). Bohužel nevýhodou těchto 

souprav je značná finanční náročnost, která se ještě navyšuje v případě neúplného 

využití spektra nabízených analytů v rámci jednoho kitu.  

 

 

Obr. 1  LC-MS kit pro diagnostiku steroidů (Biocrates inc., Aliso Viejo, CA, USA) [9] 

 

3.1.2. Klíčové parametry metody pro praxi   

Při vývoji nové metody, která by měla být využita pro klinickou praxi, je nutno brát 

v potaz celou řadu klíčových okolností, které podstatně ovlivňují její budoucí využití. 

Jedná se zejména o rychlou a spolehlivou kvantifikaci sledovaných analytů, 

dostatečnou citlivost, kalibrační rozsah (LLOQ a ULOQ) a v neposlední řadě finanční, 
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manuální a přístrojovou nenáročnost. Nově zavedená metoda by měla splňovat 

doporučení validačních norem i externí a interní kontroly kvality. 

 

3.1.2.1. Rychlost analýzy 

Jak již bylo komentováno výše, rychlá analýza je jedním z hlavních požadavků na 

moderní metodiku. V chromatografické analýze bylo zrychlení analýzy ve spojení s 

účinnější separací dosaženo zavedením technologie ultra-vysokoúčinné kapalinové 

chromatografie (UHPLC), zejména díky aplikaci nových strukturně efektivnějších 

stacionárních fází.  

 

UHPLC systémy s částicemi menšími než 2 µm 

Velmi vysoké účinnosti separace a lepšího rozlišení píků ve značně zkráceném čase 

analýzy bylo dosaženo zejména využitím stacionárních fází se sub-2 µm. Díky 

vysokému zpětnému tlaku, který tyto fáze generují bylo nutno zareagovat i na poli 

instrumentace a přizpůsobit nové přístroje ve směru vysoké mechanické odolnosti 

systému. Nedílnou vlastností moderní UHPLC instrumentace je kromě její rezistence 

k vysokým tlakům i nutnost rychlého dávkování vzorku, minimální mimokolonové 

objemy a v neposlední řadě vysoká rychlost sběru dat v detekčním systému [12].  

UHPLC systémy jsou ovšem také v porovnání s běžnými HPLC, využívajícími častěji 

kolony s větším průměrem, mnohem náchylnější na případné zanesení systému, 

zejména při analýze biologického materiálu. Proto je často nutné volit komplexnější 

úpravu vzorku. 

Aplikace LC v klinické praxi je poněkud střídmější z hlediska uplatňování moderních 

trendů kvůli pomalejšímu rozšíření nejnovější instrumentace v jednotlivých 

laboratořích. Z hlediska získání rychlejší a účinnější separace se v bioanalýze do 

popředí dostaly především technologie monolitických kolon a kolon plněných 

povrchově porézními částicemi (core-shell částicemi), jako jedeno z ekonomicky 

výhodných řešení této problematiky. 
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Monolitické kolony 

Monolitickou stacionární fázi tvoří jeden kus porézního materiálu (Obr. 2 A), který zcela 

vyplňuje vnitřní prostor kolony. Výhodou monolitních kolon oproti klasickým částicemi 

plněnými kolonami jsou jejich hydrodynamické vlastnosti. Makropóry, o velikosti 

zhruba 2 µm, poskytují rychlý a konvektivní tok mobilní fáze skrz monolit a tím výrazně 

urychlují přenos hmoty mezi mobilní a stacionární fází. Mezopóry (Obr. 2 B), o velikosti 

cca 13 µm, poskytují velký povrch pro vysokou separační účinnost monolitu. Porézní 

struktura monolitu umožňuje použití vyššího průtoku mobilní fáze při zachování 

nízkého zpětného tlaku. Tudíž jejich použití nevyžaduje novější, tlaku odolnější systém 

a jsou tak vhodné pro využití i se starší technikou [13], což je velmi užitečné zejména 

v rutinní praxi. Druhá generace monolitních kolon je vyráběna s menšími makropóry 

s větší homogenitou, díky kterým dochází k zlepšení tvaru píků a zvýšení separační 

účinnosti [14]. Zvýšení průtoku je ovšem logicky spojeno s vyšší spotřebou mobilní 

fáze, proto je nutno při vývoji nové metody brát ohled i na délku analýzy, po kterou 

zvýšený průtok aplikujeme. Hlavní výhodou monolitických kolon v bioanalýze je díky 

jejich charakteristickému skeletu možnost efektivní a robustní separace při zachování 

dlouhé životnosti kolony [15] . 

 

 

Obr. 2 Charakteristická struktura monolitní kolony s makropóry (A), struktura 

mezopóru (B). (Převzato z [16]) 

 

Povrchově porézní částice 

Povrchově porézní částice (core-shell částice) se staly finančně dostupnou 

alternativou k sub-2 µm částicím. Jejich hlavní výhodou je možnost využití i v běžných 

HPLC systémech při dosažení vysoce efektivní separace. Core-shell částice jsou 
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charakteristické svým pevným neporézním jádrem potaženým porézní vrstvou 

 (Obr. 3). Vyšší separační účinnost částic je výsledkem rychlejšího přenosu hmoty mezi 

mobilní fází a tenkou povrchovou porézní vrstvou v porovnání s plně porézními 

částicemi a tudíž dosahují srovnatelné separační účinnosti se sub-2 µm částicemi ale 

s mnohem nižším zpětným tlakem [14]. Redukce axiální difúze umožňuje využití 

vyšších průtoků mobilní fáze bez ztráty výkonu separace. Použití core-shell 

silikagelových částic výrazně zlepšil tvar píků [13, 17, 18]. 

 

Obr. 3 3D struktura povrchově porézní částice. (Převzato a upraveno z [19]) 

 

3.1.2.2. Selektivita, senzitivita 

UV-Vis detekce, DAD 

I když je UV-Vis detekce v porovnání s nejmodernější hmotnostní spektrometrií méně 

citlivá, rutinní laboratoře ji častěji využívají, protože se jedná o poměrně univerzální, 

jednoduchý a zejména mnohem levnější typ detekce s dostatečnou senzitivitou pro 

řadu aplikací.  

Pro absorpci záření v rozmezí 190-800 nm a analýzu pomocí UV-Vis detekce, je nutná 

přítomnost chromoforu v molekule, tzn. násobné vazby mezi atomy, konjugované 

dvojné vazby, či přítomnost volného elektronového páru. Kvantifikace je založena na 

Lambertově-Beerově zákoně, kdy hodnota absorbance je přímo úměrná koncentraci 

analytu v roztoku. Linearitu stanovení ovlivňuje mnoho faktorů jako jsou vlastnosti 

(parametry) spektrofotometru, fotodegradace molekul, přítomnost rozptylujících nebo 

absorbujících interferencí ze vzorku, interakce mezi analytem a rozpouštědlem vzorku, 

ale rovněž i pH [20]. Jednou z možností zvýšení selektivity je využití detekce 

s diodovým polem (PDA nebo DAD), kde díky skenování absorpčních spekter v daném 

časovém okamžiku můžeme odhalit možnou koeluci s interferencí v biomatrici [21, 22]. 
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Fluorescenční detekce 

Fluorescenční detekce (FLD) je jedna z dalších relativně méně finančně náročných  

(ve srovnání s MS) technik, které nabízí vysokou selektivitu a poměrně dobrou citlivost. 

Mnoho látek je schopno absorbovat světlo, ale jen pár z nich je schopno přirozeně 

fluoreskovat, tzn. následně světlo i emitovat. Rozdíl ve vlnových délkách (absorpce  

vs. emise) poskytuje větší selektivitu a fluorescenční světlo se měří na pozadí s velmi 

slabým osvětlením, čímž se zlepšuje poměr S/N [23]. Pokud analyzované látky 

obsahují ve své molekule fluorofor, tedy pokud se jedná o cyklické molekuly nebo 

polycyklické aromatické uhlovodíky, rovněž pokud obsahují skupiny -NH2, -NR2, -OH, 

-OR, které zvyšují fluorescenci, mohou být detekovány pomocí fluorescenční detekce. 

Na druhou stranu deaktivační skupiny např. -COOH, -COOR, -COR, -CHO a -NO2 

naopak fluorescenci potlačují. Mezi přirozeně fluoreskující řadíme např. vitamíny, 

některé aminokyseliny, či aflatoxiny [24]. Molekuly, které přirozeně nefluoreskují, nebo 

fluoreskují s nízkou odezvou lze derivatizovat zavedením vhodného fluoroforu [25]. 

Nevýhodou FLD je právě její omezená využitelnost kvůli nutné přítomnosti 

fluorescence analytů, právě zařazení derivatizace může způsobit značné komplikace 

při vývoji metody i při jejím následném použití. 

Zatímco dynamický rozsah FLD detektorů je relativně velký, lineární dynamický rozsah 

je u mnoha analytů často menší. Při použití FLD je důležité věnovat pozornost 

správnému výběru složek mobilní fáze, protože mohou způsobit fluorescenci na pozadí 

nebo naopak mohou vést k jejímu zhášení (zejména při špatném odplynění), což 

značně ovlivňuje citlivost stanovení [21]. 

 

Hmotnostní detekce 

Spojení LC-MS výrazně rozšířilo možnosti této techniky zejména v laboratorní 

diagnostice [8]. 

Hmotnostní detektory jsou schopny poskytnout absolutní identifikaci analytů na 

základě poměru hmotnosti/náboje iontů, na které jsou převedeny ionizačními 

technikami. V bioanalýze je často využíván trojitý kvadrupól většinou v kombinaci 

s elektrosprejovou ionizací. Právě typ použité ionizace má největší vliv na získaný 

metabolický profil [26]. Pro klinické aplikace se často využívá také laserová desorpce 

za účasti matrice a to ve spojení s analyzátorem doby letu a to zejména v mikrobiologii. 
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Dále je možné se setkat i s uplatněním chemické ionizace za atmosférického tlaku či 

fotoionizace za atmosférického tlaku [27, 28]. 

Jak již bylo zmíněno, nevýhodou hmotnostní detekce je vysoká pořizovací cena 

přístrojového vybavení, ale i náklady na údržbu. Rovněž pro její provoz musí být 

zajištěn vysoce kvalifikovaný personál. Náročnější je i vývoj nové metodiky, protože 

musí být optimalizována celá řada parametrů detekce [1, 26]. Problematická ovšem 

může být iontová suprese, kdy kvůli přítomné interferenci může dojít k potlačení nebo 

naopak falešnému zvýšení signálu cílového analytu. Proto použití hmotnostní detekce 

vyžaduje účinnou úpravu vzorku, ale velmi doporučováno je i použití vnitřního 

standardu [1, 29]. LC-MS má ovšem hlavně celou řadu výhod ve srovnání s ostatními 

detekčními technikami. Jedná se především o senzitivitu a selektivitu.   

 

Reverzní mód, C18 fáze 

Volba separačního módu, patří mezi klíčové parametry chromatografické separace. 

V klinické praxi je nejuniverzálnější a nejrozšířenější použití separace v reverzním 

módu, který je vhodný především pro nepolární a středně polární analyty. Z hlediska 

chemismu jsou nejčastěji využívány stacionární fáze s C18 z důvodu vysoké 

separační účinnosti pro široké spektrum, zejména malých molekul. Velkou výhodou 

C18 kolon je robustnost v chování analytů během opakovaných analýz a zejména 

životnost kolon, která dosahuje více než tisíc nástřiků [30, 31]. Pro analýzu polárních 

látek se často využívá jiného chemismu či separačního módu. 

 

F5 fáze 

Pro analýzu polárních látek mohou být použity polárně endcappované kolony, fáze 

s vloženou polární funkční skupinou či fluorované stacionární fáze. Popularitu 

pentafluorfenylové kolony (F5, PFP) získaly díky poskytování různé selektivity jak pro 

polární, tak i nepolární látky. Kombinace polárních a nepolárních interakcí zahrnuje 

interakce vodíkových vazeb, hydrofobní, elektrostatické, aromatické a 

stérické/planární mechanismy (Obr. 4). Tato fáze je komplementární k C18 a C8 fázím. 

Výhodou použití F5 kolon díky vyšší retenci pro polární látky je možnost použití mobilní 

fáze s vyšším obsahem organických rozpouštědel, což umožňuje účinnější ionizaci při 

použití hmotnostní detekce, ale poskytuje i lepší symetrii píku [32, 33]. Zejména F5 

fáze vykazují dle složení mobilní bimodální retenční mechanismy. Zastoupené 
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množství organických rozpouštědel v mobilní fázi, které poskytuje vyšší retenci látek 

za rozdílných podmínek vytváří „U retenční profil“.  Při nižších procentech organického 

modifikátoru se retence látek podobá retenci reverzní fází. Při vyšších procentech 

organických látek je však se zvyšujícím se podílem organického modifikátoru 

pozorováno chování typické spíše pro separace na normální fázi [34]. Tento druh  

stacionární fáze je často volen pro analýzu polycyklických a aromatických sloučenin 

[35], obecně je vhodná pro chemické homology [36] nebo pro izomerní látky. 

 

 

Obr. 4 Interakce F5 fáze ovlivňující retenci analytů na koloně. 

 (Převzato a upraveno z [37]) 

 

HILIC 

Další možností pro separaci polárních látek je využití hydrofilní interakční 

chromatografie (HILIC). V porovnání s reverzní fází HILIC není tak rozšířena, 

pravděpodobně kvůli menší flexibilitě a složitějšímu vývoji metody. Použití HILIC je ale 

velmi atraktivní z hlediska podobnosti k reverzní fázi. Je velmi vhodná pro analýzu 

aniontů, kationtů, látek nenabitých i s zwitterionovým charakterem [33]. Své uplatnění 

v rutinní praxi nalezla zejména v analýze malých molekul, drog a jejich metabolitů, 

biomarkerů, nebo rovněž i metabolomice. 

HILIC zahrnuje multimodální separační mechanismus mezi polární stacionární fází a 

relativně hydrofobní mobilní fází složené z vodně-organické směsi. Eluent typicky 

obsahuje 5-40 % vody a tvoří vodnou vrstvu, která je částečně imobilizována na 

povrchu stacionární fáze. HILIC mód je velice senzitivní na změnu obsahu vody 
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v mobilní fázi, která s sebou přináší velké ovlivnění retence analytu. Ačkoli bylo v 

posledních letech učiněno mnoha poznatků v oblasti HILIC, mechanismus retence 

analytu v tomto módu ještě není zcela objasněn. Nicméně by mohlo docházet k dělení 

mezi hydrofobní části mobilní fáze a hydrofilní vrstvou zakotvenou na polární 

stacionární fází. Dále jsou diskutovány i přispívající vlivy jako např. dipól-dipól 

interakce, vodíkové vazby a také elektrostatické interakce, které jsou považovány za 

hlavní faktory ovlivňující retenci v HILIC. Problematický v tomto módu může být častý 

posun retenčních časů a nízká kapacita píku pokud není věnována dostatečná 

pozornost klíčovým aspektům, jako je rozpouštědlo vzorku, objem nástřiku a použité 

pufry. Navíc, HILIC v porovnání s RP vyžaduje delší čas ekvilibrace. Použití zejména 

pro necílenou analýzu je tedy poměrně komplikované kvůli možnému driftu [33, 38]. 

Také byl prokázán výskyt vyšších matricových efektů při použití neselektivní úpravy 

vzorku než na reverzních fázích [39].  

Spornou nevýhodou HILIC z hlediska environmentální přívětivosti může být vysoké 

procento organických rozpouštědel obsažených v mobilní fázi, zejména acetonitrilu, 

který je často použit dokonce až v poměru 95 % v/v, což navyšuje množství 

vyprodukovaného organického odpadu [40]. Na druhou stranu použití takových 

mobilních fází poskytuje vysokou kompatibilitu s hmotnostní detekcí kvůli snadnější 

ionizaci analytů vedoucí k větší senzitivitě analýzy a rovněž i možnost přímého nástřiku 

organických extraktů vzorku. Velký počet komerčně dostupných polárních 

stacionárních fází je rovněž velkým benefitem [38]. 

 

3.1.3. Faktory ovlivňující výsledek analýzy biologického materiálu 

 

3.1.3.1. Preanalytické vlivy 

Při hodnocení chyb v rámci laboratorní praxe je často diskutována chyba metody, tedy 

vlastní analýzy. Přitom 60-70 % všech chyb vyskytujících se v laboratorní diagnostice 

vyplývá z preanalýzy. Součástí preanalytické fáze je příprava pacienta, odběr a 

transport vzorku a jeho uchovávání před analýzou [41, 42]. 

Jelikož výsledky laboratorních vyšetření přispívají k rozhodnutí lékařů ohledně 

diagnózy a léčby pacienta, anebo se jedná o výsledky toxikologické či anti-dopingové 

analýzy, případně i klinické studie léčiv, je ve všech případech potřeba důkladně dbát 

na zásady, které minimalizují preanalytické vlivy a tím zvyšují správnost výsledků.  
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Příprava pacienta 

Mezi neovlivnitelné faktory preanalýzy řadíme věk, genetické faktory, etnicitu, rasu a 

pohlaví. Řešením pro tyto vlivy je zavedení referenčních rozmezí pro každou skupinu. 

Faktory, které jsme schopni ovlivnit představuje druh diety, fyzická zátěž nebo poloha 

pacienta při odběru. Rovněž i denní rytmus, léky, menstruační cyklus či gravidita, 

mechanické trauma, stres a mnoho dalších činitelů se mohou podílet na variabilitě 

hladin sledovaných analytů v organismu [43]. 

 

Odběr vzorku a manipulace se vzorkem 

Aby bylo zamezeno chybnému nebo neúplnému označení vzorku, je nutné dodržovat 

zásady správné laboratorní praxe. Na štítku by mělo být uvedeno jméno pacienta 

(popř. číslo, pod kterým je zařazen do studie), rodné číslo, pojišťovna a ideálně také 

datum a čas odběru [44]. Nesprávná identifikace pacienta může vést ke špatné 

diagnóze, chybné léčbě a v některých případech může být i fatální [45]. Důležitou 

součástí je i správně vyplněná žádanka na vyšetření bez které nemůže být vzorek přijat 

do laboratoře k následnému zpracování [46]. Rovněž nesprávné pořadí odebíraných 

vzorků krve může vést k ovlivnění laboratorních výsledků, a to z důvodu případné 

kontaminace aditivy obsaženými ve zkumavkách. Při použití zkumavek se separačním 

gelem může být v rámci analýzy pozorována interference pocházející právě z tohoto 

gelu, nebo může dojít i k adsorpci analytu na gel [47]. Analyty avšak mohou být 

adsorbovány i na povrch odběrového systému [48]. Poloha pacienta při odběru může 

mít vliv na hladinu některých analytů (cholesterol, aldosteron) [44, 49]. Použití 

odběrové jehly o příliš velkém průměru může způsobit hemolýzu. K hemolýze může 

dojít i kvůli velkému podtlaku zkumavky nebo přílišnému promíchání vzorku po odběru 

[45, 50]. Při vylití obsahu erytrocytů do séra/plasmy může dojít k navýšení hladin 

některých analytů (laktát dehydrogenázy, kreatinkinázy MB, draslíku atd.), ale rovněž 

může dojít i k jejich poklesu (naředění plasmatické koncentrace), jelikož v erytrocytech 

je mnohem nižší koncentrace např. albuminu, bilirubinu, glukózy, sodíku, hořčíku a 

jiných. Současně může také dojít k spektrofotometrické interferenci s ovlivněním hladin 

analytů u kterých se při detekci používá vlnová délka z oblasti absorpce hemoglobinu. 

Zákal vzorku může působit potíže i při turbidimetrickém stanovení. Obdobný problém 

může nastat i u chylózních nebo ikterických vzorků (Obr. 5). Vylitý intracelulární obsah 

s aktivními látkami (např. adenylát kinázou nebo glykolytickými enzymy) může také 

interferovat v rámci reakčního mechanismu stanovení [41, 45, 46, 51–53].  
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Obr. 5 Variabilita vzorků séra. Zleva: hemolytický, chylózní, normální a ikterický 

vzorek séra. 

 

U vzorků moči nastává nejvíce chyb při samotném odběru mimo nemocniční zařízení, 

ať už se jedná o nevhodně zvolenou nádobu, kontaminaci vzorku, nedodržení ranního 

odběru, nebo metody středního proudu. Pokud je analyzován vzorek sbírané moči, 

chyba může nastat při nedodržení časového úseku pro sběr, díky nesprávnému 

změření objemu moči ale i špatnému odběru finálního vzorku. U žen pak není 

doporučováno odebírat vzorek v období menstruace. Jak bylo pozorováno u vzorků 

krve, i u moči může docházet k adsorpci analytu na povrch odběrové nádobky a 

negativnímu ovlivnění analýzy. V neposlední řadě je nezbytné zdůraznit i nutnost 

dodržení přesného množství vzorku pro daný odběrový systém. Kvůli příliš malému 

odebranému objemu často není možné analýzu provést  [45, 49, 52–54].  

 

Transport, uchovávání a stabilita vzorku 

Zatímco příprava pacienta a odběr vzorku jsou všeobecně známými zdroji chyb a 

častěji se klade důraz na jejich eliminaci, pozornost transportu materiálu k analýze 

bývá často opomíjena. V rámci nemocnic transport vzorku nebývá až tak zásadním 

problémem a je ho možné zajistit celkem rychle sanitární službou nebo potrubní 

poštou. Jelikož je ale pozorován narůstající trend konsolidace laboratoří čímž vzniká 

problém prodlužování doby transportu materiálu do laboratoře ze vzdálenějších míst, 

je třeba věnovat této problematice větší pozornost [41, 42].  

Některé vzorky s nízkou stabilitou (např. pro analýzu krevních plynů, parathormonu aj.)  

vyžadují okamžitý transport do laboratoře ihned po odběru. Plasma/sérum pro další 
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analýzu by většinou měly být odděleny od krevních buněk během 2 hodin [44]. Během 

transportu vzorku musí být splněny i nároky jednotlivých analytů na optimální teplotu a 

například ochranu před slunečním zářením [49, 55]. Aby se zabránilo hemolýze 

erytrocytů či aktivaci vzorku (pro analýzu srážení krve), měly by být omezeny také 

otřesy biologického materiálu. Zásady správného transportu do laboratoře bývají často 

porušeny například při odběru moči v domácím prostředí [41, 51].  

Velmi často nejsou vzorky doneseny/dopraveny do laboratoře při optimálních 

teplotách, nebo byly dlouze skladovány při pokojové teplotě a jsou již tedy značně 

degradovány. Často se vzorky před analýzou skladují v lednici (2-8 °C), ale zejména 

pro hematologická vyšetření je často nutné analyzovat je ihned [49]. Pokud není 

materiál analyzován ihned, pro zachování stability analytů je upřednostňováno 

skladování v mrazáku při nižší teplotě (-20 °C) a rovněž i v hluboko mrazícím boxu při 

-80 °C, který by měl zajistit dlouhodobější stabilitu analytu v případě pozdější analýzy 

[41, 55]. 

Preanalytická fáze se ovšem nedá zobecňovat a je potřeba vzít v potaz nároky 

jednotlivých analytů/metod a dle nich ji přizpůsobit. 

 

3.1.3.2. Důležité faktory ovlivňující analytickou fázi procesu 

V oblasti analytické fáze, zejména nové milénium přineslo obrovský pokrok 

s desetinásobným úbytkem chyb analýzy v rámci vlastní analytické fáze a to díky 

zlepšení standardizace analytických technik a reagencií, pokrokům na poli 

instrumentace a informačních technologií, ale rovněž i díky dostupnosti lépe 

kvalifikovaného personálu [56]. Navíc správnost výsledků podpořilo také pravidelné 

hodnocení interní i externí kontroly kvality klinických laboratoří. Pro ověření kvality 

vyvinuté či optimalizované metody se často provádí její validace či verifikace. 

 

Faktory hodnotící spolehlivost metody, validace metod 

Pro zabezpečení kvality vydávaných bioanalytických výsledků je třeba ověřit řadu 

parametrů používané metody. Validace je proces, který má zhodnotit a dokumentovat, 

že vyvinutá metoda je vhodná pro plánované použití a poskytuje spolehlivé, 

reprodukovatelné a kvalitní výsledky [57]. Získané výsledky jsou pak uvedeny ve 

validačním protokolu. Speciálně pro zhodnocení bioanalytických metod existuje řada 

pokynů a předpisů. Nejčastěji jsou používané doporučení Bioanalytical method 
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validation- Guidance for industry od U.S. Department of Health and Human Services, 

Food and Drug Administration (FDA, Americký Úřad pro kontrolu potravin a léčiv) [58], 

dále Guideline on bioanalytical method validation vydané European Medicines Agency 

(EMA, Evropskou lékovou agenturou) [59] a také doporučení ICH M10 „Bioanalytical 

Method Validation and Study Sample Analysis“  vytvořenými International Conference 

on Harmonisation (ICH, Mezinárodní rada pro harmonizaci) [60]. Právě poslední 

zmíněný dokument ICH obsahuje více všeobecná doporučení kombinující příručky 

EMA a FDA. EMA popisuje precizněji praktickou stránku provedení, zato FDA 

doporučení jsou více komplexní [61].  

Validace můžeme rozdělit do 3 skupin na:  

1) Plnou validaci  

2) Částečnou validaci   

3) Křížovou (cross) validaci 

Plnou validaci provádíme u nově vyvinutých bioanalytických metod, částečnou validaci 

při modifikaci již v minulosti validované metody (např. při změně detekčního sytému, 

kalibračního rozmezí apod.). Plná validace metody zahrnuje parametr linearity, 

správnosti, preciznosti, selektivity, opakovatelnosti, citlivosti a robustnosti, dále  

i zhodnocení matricových efektů, stability či přenosu analytu [57, 61]. 

Křížová validace slouží k porovnání validačních parametrů, pokud dvě a více metod  

(v rámci různých laboratoří) produkují data v rámci jedné studie. Navíc křížová validace 

by měla být zvážena, když jsou data získaná různými analytickými technikami  

(např. LC-MS/MS vs. ELISA).  

 

Zařazení vnitřního standardu  

Zařazení vnitřního standardu do metod využívajících LC je zejména v bioanalýze 

klíčové. Správně zvolený vnitřní standard nejen koriguje případné kolísaní odezvy 

detektoru i objemu nástřiku, což při analýze velkého počtu vzorků není neobvyklým 

jevem, ale pokryje i případně vzniklou chybu během složité úpravy vzorku. Zlepšuje se 

tedy přesnost a preciznost kvantifikace analytu, ale i robustnost metody a tím i kvalita 

vydávaných výsledků.  

V přístupech využívajících HLPC v kombinací s UV nebo FLD detekcí se aplikuje 

vnitřní standard s podobnou strukturou a vlastnostmi, který nesmí být primárně ve 

vzorku přítomen. V metodách s hmotnostní detekci se využívají zejména izotopicky 
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značené standardy, které navíc korigují náhodné faktory, které mohou ovlivnit ionizací. 

Standardy značené C13 uhlíkem jsou více upřednostňovány díky téměř totožným 

chromatografickým vlastnostem jako cílový analyt, nevýhodou je jejich cena a nižší 

dostupnost na trhu. Druhým často využívaným typem jsou deuteriem značené 

standardy, které jsou sice levnější, ale méně stabilní, s nižší čistotou a vykazující mírně 

odlišné chování během analýzy [8, 62].  

V praxi zařazení vnitřních standardů často nedovoluje jejich vysoká cena nebo jejich 

nedostupnost na trhu. Pokud je standard komerčně dostupný, jeho použití je velmi 

doporučováno. Vhodnost jeho výběru by měla být vždy testována nejen při vývoji 

metody ale i při její validaci [62–64]. 

 

Blankové matrice pro vývoj a validaci metod 

Pro správnou kvantifikaci analytu v rámci vývoje a zejména validace bioanalytických 

metod je důležité použití vhodné blankové matrice, tzn. matrice, která obsahuje pokud 

možno všechny součásti jako reálný vzorek, bez přítomnosti analytu. Blankové matrice 

můžeme rozdělit do dvou skupin, a to na autentické (reálné) a náhradní matrice.  

 

 Náhradní blankové matrice 

Pro přípravu kalibračních roztoků s přidanými standardy či kontrolních vzorků se jako 

nejjednodušší náhradní matrice používají různá rozpouštědla či např. pufry. Avšak 

problémem jejich použití je fakt, že takto připravené kalibrační roztoky postrádají 

jakékoliv interferenty z reálné matrice a tudíž se nedá posoudit vliv matricových efektů. 

Z tohoto důvodu by se solventy jako náhradní matrice neměly používat. Výjimkou je 

pokud reálná matrice není nebo je velmi těžce dostupná a/nebo i v případě že vyvinutý 

extrakční postup je velmi robustní, efektivní a výsledný extrakt je bez matricových 

efektů, které by ovlivnily ionizaci při MS detekci [65, 66]. Další možností v případě těžce 

dostupného reálného materiálu je použití umělých matric, které simulují reálný 

biologický materiál. Tyto matrice mohou být vyrobeny v laboratoři dle mnoha 

dostupných protokolů, kdy analyzovanou látku můžeme při přípravě vynechat. Existují 

i komerčně dostupné varianty (Obr. 6), jejichž složení je většinou chráněno výrobním 

tajemstvím a známy jsou jen některé specifikace. Dle naší zkušenosti použití umělých 

matric může způsobit značné potíže při vývoji robustní metody, jelikož taková matrice 

nikdy neodpovídá různorodosti reálného biologického materiálu a v něm obsažených 
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interferujících látek. Rovněž i výsledná citlivost metody bude mnohem vyšší v umělé 

matrici než v reálných vzorcích, kde matricové efekty jsou obyčejně větší. 

 

 

Obr. 6 Příklady komerčně dostupných variant umělé moči [67] 

 

 Autentické blankové matrice 

Pro kvantifikaci exogenních látek, které za normálních okolností nejsou přítomny 

v daném analyzovaném materiálu, je použití autentické blankové matrice snazší. 

Vzorky kalibračních standardů či vzorky pro kontrolu kvality mohou být snadno 

připraveny z reálného biologického materiálu, který přirozeně neobsahuje hledané 

analyty. V případě endogenních analytů je problémem neznámá koncentrace analytu 

v matrici, ale rovněž i fakt, že je velmi náročné získat materiál bez obsaženého analytu. 

Použití autentické matrice je velmi doporučováno, jelikož přesně zrcadlí chování 

následně analyzovaných reálných vzorků. Dle validačních doporučení by mělo být 

řádně odůvodněno použití náhradní varianty [58]. Standardy použité pro obohacení 

blankové matrice musí být deklarované čistoty i identity. Před použitím reálného 

materiálu pro validaci endogenních analytů je velmi důležité zhodnotit jeho stabilitu a 

kvantifikovat množství endogenního analytu v matrici [65, 68]. 

Další možností je odstranění endogenního analytu např. pomocí afinitní 

chromatografie/extrakce, zvýšením teploty u tepelně nestabilních analytů, vystavením 

záření fotolabilních analytů, oxidací vzorku aj. Těmito přístupy může bohužel dojít ke 

kontaminaci nebo degradaci matrice, či také vzniku nových metabolitů, které by 

následně mohly interferovat s analytem během analýzy [66, 69]. Přístup využívající 

ředění se příliš nedoporučuje, jelikož dochází k ovlivnění kvality matrice [65]. 
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Referenční materiál 

Standardem obohacené blankové matrice, které se používají jako referenční materiál 

mohou být připraveny přímo v laboratoři, avšak musí být zajištěna jejich stabilita. Jako 

přídavek je nutno použít standard látky o přesně definované čistotě a složení. U 

vnitřních izotopicky značených standardů nesmí docházet k izotopické výměně, tedy 

standard musí být velmi stabilní, požadována je také jeho vysoká čistota.  

V současnosti je rovněž dostupné široké spektrum komerčně připravených 

referenčních materiálů používaných jak pro validaci metody, tak i pro její ověření  

(Obr. 7). Referenční materiál je materiálem adekvátně homogenním a stabilním s 

jednou nebo více specifikovanými vlastnostmi. Referenční materiál dělíme podle 

vlastností na certifikovaný a bez certifikace. Součástí certifikátu je hodnota dané 

vlastnosti a rozmezí její nejistoty [70, 71]. 

 

 

Obr. 7 Příklad komerčního referenčního materiálu-kontroly séra pro naředění [72]
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3.2. Odběr vzorku v bioanalýze 

Výsledek laboratorního vyšetření přímo závisí na preanalytické fázi. Ta se skládá 

z několika částí: přípravy pacienta, odběru, manipulace, transportu vzorku do 

laboratoře a v neposlední řadě také jeho uchovávání před analýzou. Je velmi důležité, 

aby se nejen bioanalytik předem informoval o všech úskalích analýzy cílového analytu, 

ale je klíčové, aby správný postup byl zajištěn již od samotného odběru. Součástí 

preanalýzy je rovněž i úprava vzorku, ale tomuto tématu bude věnována pozornost 

v kapitole 3. Kapitola odběru biologického materiálu bude věnována tradičnímu odběru 

vzorku, ale krátce bude zmíněna i technika suché kapky krve jakožto základu 

microsamplingu, který v posledních letech získává stále větší popularity. 

 

3.2.1. Konvenční odběr vzorku 

Odběr a následné zpracování biologického materiálu můžeme rozdělit podle několika 

způsobů. Dle naléhavosti získání výsledku dělíme vzorky k analýze na rutinní, 

statimové a tzv. POCT (point of care testing) - rychlé testování základních parametrů 

u lůžka pacienta, kdy je nutné vydat výsledek do 30 minut. Toto rychlé testování je 

většinou založeno na využití iontově-selektivních elektrod, biosenzorů či 

diagnostických proužků. Statimová vyšetření se provádí v případě kritického stavu 

pacienta, kdy je nutné co nejrychlejší zahájení nebo pozměnění léčby. Výsledek je pak 

nutno vydat do hodiny od doručení materiálu do laboratoře [47, 73]. Příkladem může 

být vyšetření bioptických vzorků během operace, kdy informace o charakteru nádoru 

či o jeho rozšíření je nezbytná pro další pokračování ve výkonu [74]. 

Způsob jakým je vzorek odebírán ve vztahu k šetrnosti procesu k pacientovi lze rozdělit 

na invazivní nebo neinvazivní. Mezi invazivně odebírané matrice řadíme např. krev, 

mozkomíšní mok, tkáně, synoviální tekutinu, plodovou vodu nebo i různé druhy 

exsudátu. Na druhou stranu snadno a pro pacienta bezbolestně lze provést odběr 

moči, slin, stolice či mekonia, slz, vlasů, nehtů a jiných materiálů. V následujících 

podkapitolkách bude pozornost věnována odběru těch matric, se kterými jsem 

pracovala v rámci experimentů. 
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3.2.1.1. Plná krev, plasma, sérum 

Krev patří mezi nejčastěji analyzovaný druh biologického materiálu který je  

v  laboratorní diagnostice využíván např. za účelem hematologického, biochemického, 

mikrobiologického, imunologického, molekulárně-biologického, toxikologického či 

genetického vyšetření. Dle požadavků analýzy je odebíraná především žilní (nejčastěji 

v rozmezí 2-10 ml), ale i tepenná či kapilární krev. Pro odběr krve se v současné době 

využívají uzavřené systémy. Ty jsou tvořeny skleněnými či plastovými zkumavkami 

opatřenými víčky, jejichž barva se liší dle přidaného aditiva (Obr. 8). Jako 

antikoagulační činidla se používají soli heparinu, nebo chelatační činidla vyvazující 

ionty kalcia mezi které se řadí citrát, K2- a K3EDTA, oxalát, nebo fluorid sodný, které 

zabraňují sražení vzorku. Aktivátory srážení naopak proces koagulace urychlují. Při 

odběru více zkumavek krve z jednoho vpichu je doporučováno odebírat je 

v následujícím pořadí: odběrové systémy pro hemokulturu, zkumavky s aktivátorem 

srážení, zkumavky s citrátem, heparinem, K3EDTA a poslední v pořadí  s NaF, aby se 

předešlo případné kontaminaci aditivy [47, 75, 76].  

 

 

Obr. 8  Příklad barevného odlišení vybraných zkumavek dle přidaného aditiva 

systému Vacuette® (Greiner Bio-One, Rakousko). Žlutá/zlatá zkumavka s aktivátorem 

srážení a separačním gelem, červené zkumavky s aktivátorem srážení, fialové 

s EDTA, zelená s heparinem a šedá s NaF [77]  

 

Krev je velmi komplikovanou matricí složenou z krevních elementů a plasmy, která 

kromě vody a anorganických látek a iontů obsahuje rovněž i organické složky jako 

bílkoviny, lipidy, glukosu, hormony aj. K analýze plné krve se využívá nesrážlivá krev 
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s přídavkem antikoagulancia. Její centrifugací po dobu 10 - 15 min při 1500 - 2000 g 

získáme plasmu  a sediment krevních buněk a jejich úlomků. Obdobným způsobem se 

rovněž vytváří i sérum. Pro tyto účely se však volí systém s aktivátorem srážení a po 

odběru je potřeba nechat krev srážet po dobu 20-30 minut. Teplotní podmínky během 

centrifugace se liší dle požadavků analýzy. Hlavním rozdílem mezi plasmou a sérem 

je nepřítomnost fibrinogenu v séru, který byl odstraněn procesem srážení krve. 

Podobně je tomu i se sníženým celkovým množstvím bílkovin (cca o 4 %). Naopak 

oproti plasmě je zde vyšší přítomnost glukózy, draslíku a fosforu. I když obě matrice 

vznikají obdobnou cestou, výhodou plasmy je možnost její okamžité separace z plné 

krve a tím i urychlení zpracování vzorku [3, 47, 78, 79]. 

 

3.2.1.2. Moč 

Moč je neinvazivně odebíranou matricí vyžadovanou pro chemická, biochemická, 

mikroskopická, toxikologická, mikrobiologická a další vyšetření. Její složení se liší 

v závislosti na stravě a funkci ledvin, kdy za normálních podmínek je tvořena 

především vodou, ionty a dusíkatými sloučeninami, různými metabolity a jinými 

látkami. Jelikož nejčastěji vzorek odebírá sám pacient, je vhodné jej dobře informovat 

o dodržování správného postupu při odběru a skladování vzorku. Nejčastěji je 

analyzován vzorek ranní moči, nebo také vzorek po 24hodinovém sběru, zřídka pak je 

odebírán vzorek náhodně během dne. Pokud není možné, aby byla moč získána 

během mikce do sběrné nádobky (např. z důvodu obstrukce močových cest, při těžkém 

stavu pacienta či u kojenců a batolat) je nutno provést odběr cévkováním, které provádí 

zkušený zdravotnický personál. Je velmi důležité, aby byla moč odebíraná do čistých, 

nejlépe do sterilních zkumavek/nádobek (Obr. 9) [54, 80, 81]. 

 

  

Obr. 9 Příklady odběrových systému na moč [82, 83] 
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Zpracování moče před jejím uchováním je velmi přímočaré, neboť se ve většině 

případů nijak neupravuje. Po její homogenizaci se pouze připraví potřebné množství 

alikvotů. Případně je možné do moči přidat aditivum pro omezení interakce analytu 

s materiálem zkumavky [54, 75].  

 

3.2.1.3. Peritoneální laváž 

Peritoneální tekutina je v malém množství produkována pobřišnicí a funguje jako 

lubrikant v dutině břišní. Při jejím nahromadění v peritoneální dutině se tato tekutina 

nazývá ascites. Vzorek této ascitu je odebírán při podezření na trauma v dutině břišní, 

přítomnost nádoru, infekci nebo zánět orgánu či tkáně, a to odsátím z peritoneálního 

prostoru za stálé kontroly jehly ultrazvukem, anebo je možné získat vzorek i během 

operace. Ascites může být rozdělen dle jeho charakteru na chylózní, hemoragický, 

infikovaný nebo neoplastický [84, 85]. Peritoneální laváž pocházející od pacientů 

podstupujících hypertermickou intraperitoneální chemoterapii má charakter 

peritoneální tekutiny zředěné podaným roztokem chemoterapeutika [86, 87]. Ve vzorku 

jsou na pohled viditelné částečky tkání rozptýlené v méně či více čiré žluté až červené 

tekutině (Obr. 10). 

 

 

Obr. 10 Variabilita charakteru vzorků peritoneální laváže od pacientů podstupujících 

hypertermickou intraperitoneální chemoterapii 

 

 

 

 



Teoretická část 

44| 

 

3.2.2. Microsampling – Metoda suché kapky krve 

Metoda suché kapky krve (dried blood spot, DBS) je zřejmě nejznámější a nejčastěji 

využívanou technikou microsamplingu. Od 60. let minulého století byla DBS zavedena 

do rutinní praxe za účelem screeningu fenylketonurie u novorozenců a od té doby je 

základem novorozeneckého screeningu. Později byla snaha uplatnit metody 

microsamplingu i v dalších odvětvích bioanalýzy, jako např. ve forenzní toxikologii, pro 

účely monitoringu léčiv - TDM (therapeutic drug monitoring), ve farmakokinetických či 

farmakodynamických studiích, v sérologii nebo DNA/RNA analýze. Metoda DBS se 

začala aplikovat i na další matrice, tudíž se v literatuře můžeme setkat s pojmy „dried 

matrix spot“ a dále i s jednotlivými modifikacemi dle druhu materiálu jako např. DPS 

(dried plasma spot, metoda suché kapky plasmy), DUS (dried urine sport, metoda 

suché kapky moči), DSS (dried saliva spot, metoda suché kapky slin) a jiné [88–92]. 

Popularita microsamplingu narostla zejména v poslední dekádě, a to především díky 

velkému pokroku na poli instrumentace ve vztahu k vyšší sensitivitě. Od olympijských 

her v Pekingu (2022) byla metoda analýzy DBS zařazena i do rutinního anti-

dopingového testování sportovců [93]. 

Microsampling má nespočet výhod (Obr. 11) a představuje řešení mnohých potíží, 

které se pojí s tradičním odběrem a zpracováním tekutých vzorků. Microsampling se 

vyznačuje odběrem velmi malého objemu krve (nebo i dalších druhů biologického 

materiálu) v rozmezí jednotek až několika desítek mikrolitrů, který je sorbován na nosič 

(kartu) vyrobený nejčastěji z celulózy. To je výhodné především pro pediatrické a 

geriatrické pacienty, ale i ve studiích pro ochranu laboratorních zvířat. Velkým 

benefitem DBS je také mikroinvazivní způsob odběru vzorku, který se provádí pouhým 

napíchnutím prstu (nebo i paty) lancetou, a tudíž není vyžadovaná přítomnost 

odborného pracovníka. Naopak dle instrukcí si pacient může odebrat vzorek sám a 

bez nutnosti docházení do zdravotnického zařízení. To vše velmi napomáhá 

compliance pacientů. Po vysušení kapky je karta v hermeticky uzavíratelném sáčku 

odeslána do laboratoře. Transport vzorku je velmi usnadněn, jelikož často nemusí být 

dodržovány tak přísné podmínky, jako je tomu u přepravy kapalných vzorků. Neboť je 

matrice vysušena, riziko biohazardu a kontaminace vzorku a okolí je omezeno. Do 

laboratoře pak může být odeslána i poštou, tudíž dochází ke snížení nákladů. 

Odběrová karta navíc nevyžaduje mnoho prostoru v přepravě ani při uskladnění před 

a po analýze. Vzorek biologického materiálu v suchém stavu by měl rovněž poskytnout 

i větší stabilitu analytů, a to kvůli omezení bakteriální či enzymatické degradace 

matrice. Navíc samotné zpracování vzorků je možné i automatizovat, což umožňuje 
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zpracování velkých sérií vzorků. Všechny zmíněné výhody microsamplingu 

napomáhají zvýšení dostupnosti laboratorní diagnostiky v odlehlých, špatně 

dostupných místech, ale i v rozvojových oblastech [94–96]. 

 

 

Obr. 11 Metoda suché kapky představuje řadu výhod, které by mohly pomoci jejímu 

většímu rozšíření v rutinní laboratorní diagnostice 

 

Navzdory všem popsaným výhodám, microsampling stále představuje několik výzev. 

Jelikož je odebírán velmi malý objem vzorku a výsledný extrakt pro analýzu je ve 

většině případů navíc ještě zředěný, může být nedostatečná senzitivita metody a tím i 

nutnost použití drahé instrumentace velmi limitujícím faktorem. Při odběru materiálu je 

vhodné rovněž dbát na dostatečný počet odebraných suchých kapek pro případnou 

možnost reanalýzy, ale i omezit riziko kontaminace karty. Dále je potřeba věnovat 

pozornost objemu vzorku, aby nebyla odebrána příliš malá nebo naopak velká kapka. 

Klíčová je také homogenita vzorku. Zásadní roli pro kvantifikaci DBS hraje hodnota 

hematokritu vzorku. Opomenuto by rovněž nemělo být i zhodnocení matricových 

efektů, jejichž vliv by však měl být pokryt aplikací vnitřního standardu. Jelikož se 
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matrice DBS liší od venózní krve, je taktéž nutné ověřit jejich korelaci. Testování 

stability analytu je taktéž nezbytné, stejně jako  správná validace metody [89, 95, 97].  

V posledních letech rovněž tento druh odběru vzorku zaznamenal velký pokrok. 

Především z důvodu snahy o redukci vlivu hematrokritu a nepřesného objemu 

odebíraného vzorku pro správnou kvantifikaci byly vyvinuty nové odběrové systémy, 

jako např. Mitra pracující na principu volumetric absorptive microsampling, nebo 

mikrofluifní systémy založené na DBS jako např. Capitainer qDBS nebo Hemaxis  

DB 5 a 10 či hemaPEN a jiné [98].
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3.3. Úprava vzorku před chromatografickou analýzou 

Úprava vzorku před analýzou je často nejdůležitější ale také časově nejnáročnější 

součástí celého stanovení. Nedokonalá úprava vzorku může být hlavním zdrojem 

chyb, které vedou k nesprávným a nepřesným výsledkům. Důvodem složitosti tohoto 

kroku je komplexita biologických matric, které obsahují řadu molekul, mnohdy ve 

vyšších koncentracích než cílové analyty. Kvůli balastním látkám ve vzorku může dojít 

k výskytu matricových efektů a tím k potlačení nebo naopak zesílení výsledného 

signálu odezvy detektoru. Úprava vzorku tedy přímo ovlivňuje senzitivitu a selektivitu 

stanovení. Nativní biologický materiál v mnoha případech není přímo kompatibilní 

s analytickou koncovkou. Úprava vzorku tedy cílí na izolaci a po případě 

zakoncentrování cílových látek [99, 100]. V závislosti na povaze, biologického 

materiálu, stejně jako cílového analytu, by tedy měla být zvolena adekvátní úprava 

vzorku [101]. 

Dle typu analýzy dělíme také i přístupy zpracování vzorku na necílené a cílené. První 

přístup se používá hlavně k získání maxima informací ze vzorku a identifikaci 

potenciálních biomarkerů. V cílené analýze a úpravě vzorku je požadována obvykle 

kvantifikace s maximální citlivostí, selektivitou a opakovatelností.  

Příprava vzorků v kontextu necílené analýzy musí být dostatečně univerzální, čehož 

lze dosáhnout zejména některými neselektivními přístupy například ředěním vzorku, 

srážením proteinů a filtrací. V necílené analýze lze využít i extrakce, které nejsou příliš 

specifické pro jeden analyt, biologickou třídu či fyzikálně-chemickou vlastnost. Změnou 

experimentálních podmínek lze takto extrahovat celou řadu látek s podobnými 

vlastnostmi [101]. 

 

3.3.1. Základní techniky úpravy vzorku 

3.3.1.1. Ředění 

Výhodou tohoto neselektivního přístupu, který je možné použít pro široké spektrum 

analytů, je jednoduchost, univerzálnost, nízká finanční náročnost a minimální 

manipulace se vzorkem. Kvůli zmíněným výhodám je v rutinní praxi ředění vzorku 

metodou volby i v oblasti cílené analýzy. Přístup „dilute-and-shoot“ je zejména 

používaný pro screeningové analýzy. Limitací tohoto přístupu je naředění analytů, což 

v případě jejich nízkých koncentrací může značně ovlivnit citlivost celého stanovení. 

Ředění je jednou ze základních a nejjednodušších možností, jak snížit matricové 
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efekty.  Bohužel ale v mnoha případech díky složitosti biologického materiálu je často 

tento přístup nedostačující. Ředění je tudíž vhodnější pro jednodušší matrice například 

moč, nebo některé dialyzáty [76, 102]. 

 

3.3.1.2. Srážení proteinů 

Odstranění proteinů při úpravě vzorku je jedním ze základních principů úpravy vzorku 

před chromatografickou analýzou (pokud ovšem nehovoříme o proteomice). 

V praxi je deproteinace provedena většinou přídavkem nižších alkoholů (nejčastěji 

methanolu a ethanolu), acetonitrilu, soli dvojmocných iontů (ZnSO4), soli (NH4)2SO4), 

kyselin (kys. trichloroctová, chlorovodíková, aj.), organických sloučenin (např. 

močoviny), a jejich různých kombinací. Objem deproteinačního činidla je ve většině 

případů doporučován v nadbytku k biologickému materiálu. Následuje protřepání a 

centrifugace. Během denaturace proteinů dochází zároveň k uvolnění vazeb mezi 

molekulami, které využívají bílkoviny jako nosič. Můžeme tak tedy nejen odstranit 

nežádoucí balastní látky, ale také uvolnit cílové analyty. 

Účinnost srážení proteinů je možno ovlivnit množstvím deproteinačního činidla a jeho 

druhem. Při volbě objemu musíme vzít v potaz také celkové naředění vzorku [103, 103, 

104].  

Pro odstranění proteinů a zároveň i fosfolipidů interferujících v chromatografické 

analýze je možno využít i technologie kombinující tuto techniku s využitím sorbentů pro 

zachycení proteinů a fosfolipidů, jako druhých nejčastěji interferujících látek. Vzorek 

s vnitřním standardem a precipitačním činidlem je promíchán a nanesen na daný 

sorbent a následně pak působením vakua prochází sorbentem, který zachytí 

interferenty. Takto upravený „extrakt“ je možno přímo nastříknout do analytického 

systému. Použití takových to hybridních technologií je velmi jednoduché a rychlé. 

Výhodou je také jejich dobrá dostupnost na trhu [105–107]. 

 

3.3.1.3. Filtrace 

Filtrace je velmi rychlým a snadným přístupem pro úpravu vzorku. Je vhodná spíše pro 

jednodušší biologické matrice nebo již upravené vzorky komplexnějšího materiálu. 

Často je řazena jako finální krok před analýzou. Během filtrace prochází vzorek přes 

porézní membránu, při které dochází k separaci molekul na základě jejich molekulové 
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hmotnosti a velikosti pórů membrány. Pro mikrofiltraci se využívají filtry s póry  

o velikosti 0,1-0,45 µm. Pro větší objemy vzorku v řádech jednotek mililitrů jsou vhodné 

stříkačkové filtry (Obr. 12 A), které jsou na trhu dostupné v různých velikostech dle 

filtrovaného objemu. Jejich nevýhodou je ale zadržování většího objemu vzorku ve 

filtru. Pro filtraci objemů do 500 µl jsou na trhnu dostupné i pístové filtrační vialky  

(Obr. 12 B). Jejich velkou výhodou je možnost upravit vzorek v jediné vialce, kterou je 

možné následně vložit do autosampleru. Do vnější vialky se vzorkem se vloží píst, 

jehož stlačením vzorek projde membránou nahoru, čímž dojde k purifikaci vzorku. 

V závislosti na použitém typu se liší i množství zadrženého vzorku na dně vialky. Pro 

zpracování větších sérií vzorků jsou velmi praktické 96-jamkové filtrační destičky 

(Obr. 12 C), které jsou používány ve spojení s vakuovým manifoldem. Ultrafiltrace  

a centrifugační filtry (Obr. 12 D) se využívají zejména pro separaci proteinů ze vzorku. 

Do speciální Eppendorf zkumavky je vložen filtr pro oddělení molekul o velikosti  

3-30 kDa působením odstředivé síly. Tyto filtry se mohou aplikovat dvojím způsobem, 

a to pro odstranění balastních látek ze vzorku, nebo naopak zejména v proteomice se 

analyzované proteiny mohou takto zakoncentrovat na horní straně filtru. Dle účelu se 

tudíž dále zpracovává ultrafiltrát či sediment. 

 

 

Obr. 12 Ukázka formátů filtrů pro mikrofiltraci a ultrafilraci. Stříkačkové filtry (A) [108], 

pístová filtrační vialka (B) [109], 96-jamková filtrační destička (C) [110], centrifugační 

filtry (D) [111]. 

 

Všechny výše zmíněné formáty jsou komerčně dostupné v různých objemech, 

velikostech pórů a složení filtrační membrány. V bioanalýze je třeba zohlednit také 
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nehomogenitu upravované matrice. Vzorky stejného materiálu se u různých jedinců 

mohou velmi lišit a tím může být ovlivněna i kvalita a rychlost tohoto procesu [112]. 

 

3.3.1.4. Centrifugace 

Centrifugace se řadí mezi nejčastěji používané techniky úpravy vzorku. Jejím 

principem je oddělení rozptýlených pevných částic od okolního média pomocí 

odstředivé síly. Během tohoto procesu vzniká pevný sediment částic a supernatant 

roztoku. Částice mohou být separovány na základě rozdílné velikosti, hmotnosti nebo 

dle hustoty.  

Centrifugaci dělíme na analytickou a preparativní. Preparativní centrifugace se pak 

využívá v úpravě vzorku a dle typu separace diferenciálně nebo v hustotním gradientu. 

V klinické praxi se centrifugace aplikuje pro odstranění vzniklých sraženin, separaci či 

odstranění buněk či buněčných komponent, oddělení směsí kapalin, nebo frakcionaci 

makromolekul dle rozdílných hustot. 

Mezi definované centrifugační podmínky patří kromě doby centrifugace a teploty také 

hodnota relativní odstředivé síly RCF udávána v násobcích tíhového zrychlení g. Velmi 

často je udávána také frekvence otáček rotoru za minutu, ke které je ale nutno doplnit 

informaci o poloměru rotoru. Dle centrifugační síly můžeme centrifugy dělit na 

nízkoobrátkové, vysokoobrátkové a ultracentrifugy. Ultracentrifugy se vyznačují 

možnou dosažitelnou silou až 1 000 000 g, tudíž k jejímu použití je potřeba chladícího 

a vakuového systému pro snížení rizika přehřátí a rovněž i třecí síly. Jejich výhodou je 

možnost oddělení menších částic, než je tomu u klasických centrifug. Na druhou stranu 

se jedná a velmi nákladná zařízení [113, 114]. 

Pro správné a bezpečné použití centrifug je nutno pamatovat na pečlivé vyvážení 

rotoru, na polohu vzorku v rotoru, odolnost materiálu použitých zkumavek/kyvet a i 

jejich dostatečně odolné uzavření. Velmi důležité je i pravidelné čištění a revize 

techniky. 

 

3.3.1.5.  Extrakce z kapaliny do kapaliny 

Extrakce z kapaliny do kapaliny (liquid-liquid extraction, LLE) je založena na principu 

rozdělování analytů a balastních látek mezi dvě mezi sebou nemísitelná rozpouštědla. 

Tento typ je vhodný zejména pro méně polární a lipofilní látky.  Avšak do organického 
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rozpouštěla mohou přecházet pouze neionizované molekuly. Klíčovým parametrem je 

rozpustnost analytů (ale i ostatních balastních látek) v použitých rozpouštědlech. 

Nejčastěji se k extrakci využívá hexan, ethyl-acetát, methyl-terc buthyl ether, 

chloroform a další.  

Prvním krokem LLE v bioanalýze je ve většině případů precipitace proteinů. Poté jsou 

molekuly během třepání extrahovány do fáze, ve které jsou více rozpustné. Následně 

je vzorek centrifugován a ze zkumavky je odebrána organická vrstva. V závislosti na 

analýze je možné extrakt přímo nastříknut do systému či jej odpařit a rekonstituovat 

v rozpouštědle kompatibilním s analytickou metodou a systémem. Extrakt je možné 

v této fázi zakoncentrovat, výtěžnost lze zvýšit i vícenásobným zopakováním 

jednotlivých kroků extrakce. Distribuci analytu ovlivňuje mnoho proměnných, 

především pH, pKa a polarita analytu, ale i typ a množství použitých rozpouštědel. LLE 

poskytuje oproti ostatním jednodušším přístupům k úpravě vzorku mnohem čistší 

extrakty, výhodou je i její selektivita a instrumentální nenáročnost. Naopak nevýhodou 

pro rutinní praxi je pracnost, složitější automatizace, větší množství organického 

odpadu, nebo omezené použití pro polárnější analyty [76, 115, 116].  

 

3.3.1.6. Extrakce na tuhou fázi 

Pro selektivní úpravu vzorku a zakoncentrování stopových hladin analytu byla vyvinuta 

extrakce na tuhou fázi (solid-phase extraction, SPE). SPE využívá principu rozdílné 

afinity a interakcí cílových analytů a balastních látek se sorbentem. Protokol se skládá 

obvykle z několika kroků: 1.) aktivace a ekvilibrace sorbentu, 2.) nanesení roztoku 

vzorku na kolonku a zadržení analytů na sorbentu, 3.) promytí od interferujících 

balastních látek a 4.) eluce analytů. Extrakt je možné přímo podrobit analýze, pokud je 

kompatibilní s chromatografickým systémem. Většinou však dále následuje krok 

odpaření elučního činidla a rozpuštění odparku v mobilní fázi, případně jeho 

zakoncentrování. Před samotnou SPE je vzorek většinou deproteinován, ředěn, popř. 

filtrován, aby nedošlo k zanesení sorbentu. SPE lze využít i v obráceném módu, volbou 

vhodného sorbentu tak, aby na něm byly zachyceny naopak balastní látky a analyty 

bez retence prošly do jímací zkumavky [116–118].  

Úspěšnost extrakce na tuhou fázi ovlivňuje mnoho parametrů. K nejdůležitějším patří 

fyzikálně chemické vlastnosti použitého sorbentu a jeho množství. Na efektivitě 

extrakce se rovněž podílí typ a množství použitých rozpouštědel a aditiv, obzvláště pak 

při eluci. Optimalizovat můžeme i jednotlivé kroky extrakce případně lze celý proces 
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pro zvýšení výtěžnosti zopakovat.  Jednou z výhod SPE je dostupnost široké škály 

sorbentů s různými chemismy, nabízených v různých formátech a velikostech. 

Neopomenutelná je také možnost automatizace a v neposlední řadě miniaturizace. 

SPE je bohužel ve své konvenční podobě spojeno s nezbytným instrumentálním 

vybavením, větší spotřebou rozpouštědel i vzorku a v rutinním využití potom díky celé 

řadě nezbytných kroků časově, finančně i manuálně značně náročné [119]. 

 

3.3.2. Moderní trendy v úpravě vzorku 

Úprava vzorku se v posledních dvou desetiletích vyvíjela ve snaze o zdokonalení 

bioanalytických metod. Z důvodu nedostatečné účinnosti a efektivity tradičních metod 

se v praxi začalo aplikovat zpracování vzorku nejčastěji v 96jamkovém formátu.  

O zrychlení procesu, zlepšení reprodukovatelnosti či možnosti snadnějšího zpracování 

velkých sérií vzorku se především zasadila automatizace a robotizace metod. Bohužel 

automatizace některých kroků nebo kompletně technik úpravy vzorku je velmi náročná. 

Výzkum posledních let se snaží využít i nejmodernějších technologií, jako je například 

i 3D tisk či in-vivo odběr vzorku s následnou extrakcí [4, 120–124].  

Jak již bylo zmíněno v této práci, rozšíření nabídky komerčně dostupných analytických 

kitů významně usnadnilo analýzu dříve zřídka rutinně sledovaných analytů. V rámci 

odběru a úpravy vzorku je nutno zmínit i zvyšující se trend použití metody suché kapky 

v rámci odběru a úpravy různých biologických matric. 

V následujících částech bude věnována pozornost zejména trendům z oblasti 

mikroextrakce, ale i zpracování vzorku suché kapky z důvodu jejich slibné 

uplatnitelnosti v současné klinické praxi. 

 

3.3.2.1. Mikroextrakce 

Miniaturizace úpravy vzorku je jedním z hlavních trendů současnosti. Stejně jako 

dochází ke zmenšování přístrojové techniky, je pozornost věnována také snižování 

množství toxických rozpouštědel a v neposlední řadě i objemu vzorku. 

Tyto nové moderní techniky vychází z konvenčních postupů jako LLE a SPE. Do 

skupiny mikroextrakcí založených na LLE řadíme například mikroextrakci z kapaliny 

do kapaliny (LLME, liquid-liquid microextraction), extrakci do jediné kapky rozpouštědla 

(SDME, single-drop microextraction), extrakci v kapalné fázi za použití dutého vlákna 
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(HF LPME, hollow-fiber liquid-phase microextraction), disperzní mikroextrakci 

z kapaliny do kapaliny (DLLME, dispersive liquid-liquid microextraction) a další. Kromě 

základního principu miniaturizace, jako je nízká spotřeba vzorku i rozpouštědel a v 

mnoha případech i jednoduchého způsobu zakoncentrování, trpí tyto techniky řadou 

komplikací, zejména pro rutinní využití. Jedná se především o dlouhou dobu extrakce 

(SDME, DLLME), složitější způsob automatizace (LLME, SDME) a nevhodnost 

aplikovat daný postup na větší sérii vzorků (HF LPME, SDME) [100, 125].  

Mezi miniaturizované SPE můžeme zařadit například mikroextrakci na tuhou fázi 

(SPME, solid-phase extraction) a její kapilární formu pro on-line extrakci (in-tube 

SPME), mikroextrakci pomocí plněného tuhého sorbentu (MEPS, microextraction by 

packed sorbent) nebo tenké vrstvy (TFME, thin-film microextraction), mikroextrakci 

pomocí plněných pipetovacích špiček (µ-SPE-PT, micro-solid-phase extraction pipette 

tips) a její disperzní formu (DPX, dispersive micro-solid-phase extraction pipette tips), 

sorpční extrakci míchadlem (SBSE, stir bar sorptive extraction) a mnoho dalších 

moderních technik. Jejich hlavními výhodami jsou ve většině případů možnost využití 

jednodušší instrumentace, automatizace, značné zrychlení extrakce a celá řada 

nabízených chemismů (DPX, µ-SPE-PT, MEPS). Jelikož se jedná o relativně nové 

možnosti úpravy vzorku, jejich využití v rutinní praxi je stále finančně náročné [99, 126–

128].  

Podrobnější informace o použití mikroextrakce na tuhou fázi, zejména aplikace  

µ-SPE-PT a DPX (Obr. 13) se zaměřením na klinickou a forenzní toxikologii je možné 

získat v přehledovém článku publikovaném Turoňovou a kol. [117]. 

 

 

Obr. 13 Příklady komerčních mikroextrakčních špiček DPX (A) a µ-SPE-PT (B) 
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3.3.2.2. Úprava vzorku suché kapky krve 

Nejčastěji je DBS eluována a extrahována z karty v offline módu. Po vyražení jednoho 

nebo více terčíků z karty je DBS ve zkumavkách či v 96jamkových deskách 

extrahovaná organickým rozpouštědlem (např. acetonitrilem, methanolem, 

isopropanolem, ethyl-acetátem aj.) nebo kombinací vodně-organického roztoku a to 

buď jednoduchou elucí nebo častěji za pomocí vortexu. Zvýšení výtěžnosti je možné 

dosáhnout extrakcí za pomocí ultrazvuku či mikrovlnné trouby [129–132]. Hydratací 

suché matrice vodou s další úpravou vzorku či obecně použitím extrakčních směsí 

s vysokým podílem vody může také dojít ke zlepšení extrakční účinnosti některých 

analytů, ale především dochází k uvolnění komponentů z matrice jako jsou extrakt 

zbarvující hemoglobin či jiné proteiny, které zvyšují matricové efekty. Proto další 

přečištění extraktu je nezbytné a pro tento účel můžeme zvolit srážení proteinů, 

extrakci na tuhou fázi či z kapaliny do kapaliny nebo mikroextrakci a jiné techniky [95, 

131, 132]. Častým finálním krokem před nastříknutím extraktu je centrifugace nebo i 

prekoncentrace vzorku. Automatizací postupu lze eluci a extrakci provádět i v on-line 

módu. 

 

3.3.3. Derivatizace 

 

3.3.3.1. Úvod do problematiky derivatizace 

Derivatizace je jednou z možností úpravy analytu ve vzorku, pokud chceme změnit 

jeho fyzikálně chemické vlastnosti. Hlavními důvody jsou:  

1. zachycení na stacionární fázi a následná separace ze vzorku během extrakce, 

nebo vlastní analýzy 

2. možnost selektivní detekce a tím zvýšení citlivosti stanovení 

3. zvýšení stability analytů 

 

Pomocí derivatizace lze změnit celou řadu vlastností, jako je polarita, velikost molekuly, 

lipofilita, zavedení chromoforu nebo fluoroforu, či zvýšit schopnost ionizace apod. 

[133–136]. 
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Obecně podle zařazení tohoto kroku do metody lze derivatizaci rozdělit na: 

1. předkolonovou (ke změně molekuly dochází před kolonou a výsledný derivát je 

následně separován na zvolené stacionární fázi) 

2. postkolonovou (struktura analytu je změněna až po separaci analytu za kolonou a 

derivát s novými vlastnostmi je selektivně detekován) 

3. derivatizaci na koloně (chemická reakce a změna struktury analytu probíhá přímo 

v koloně – téměř se ale nevyužívá). 

Derivatizaci před kolonou je možné provádět v off-line i on-line zapojení, zatímco 

postkolonový způsob je ve většině případů on-line.  

 

Předkolonová derivatizace  

Pro zařazení předkolonové derivatizace do analýzy by měly být splněny následující 

podmínky. Průběh reakce a jeho produkt by měl být dobře znám, reakce by měla 

probíhat rychle za vhodných podmínek, kvantitativně a opakovatelně. Zároveň by měla 

být selektivní, bez vzniku vedlejších produktů, vzniklý derivát musí být stabilní. 

V praxi je hlavním benefitem nenáročnost na instrumentální vybavení. Pro velké série 

vzorků může být tento způsob derivatizace velmi zdlouhavý i když jsou dodrženy 

všechny výše zmíněné požadavky. Zároveň mohou interference z matrice ovlivnit 

selektivitu reakce [136–138]. 

 

Postkolonová derivatizace 

Nároky kladené na postkolonovou derivatizaci se od předkolonového formátu značně 

liší. Derivatizační reakce musí být rychlá a reprodukovatelná, produkty reakce nemusí 

být velmi stabilní, derivatizační činidlo by nemělo vyvolat žádnou odpověď detektoru, 

velikost reaktoru by měla být co nejmenší pro minimalizaci naředění analytů a 

rozmývání píků.  

Hlavní výhodou je vyšší selektivita tohoto postupu díky předcházející separaci na 

koloně. Současně jsou detekovány analyty, které prošly derivatizací i ty, které v rámci 

reakce neinteragovaly. Jelikož celý proces probíhá on-line, je redukován faktor lidské 

chyby. Naopak nevýhodou této metodiky pro použití v rutinní praxi je nutné použití 

poměrně finančně náročné instrumentace. Celý proces derivatizace probíhá v reaktoru 

umístěném mezi kolonou a detektorem. Kromě reaktoru je nutné zapojení další pumpy. 
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Také velké reakční smyčky snižují účinnost separace a dochází i ke snížení citlivosti 

metody naředěním derivatizačním činidlem. Navíc jsou používány větší množství 

reagencií [12, 136, 139]. 

Jedním z cílů této práce bylo prozkoumat přístup předkolonové derivatizace pro 

stanovení platinových cytostatik v různých druzích biologických materiálů a zhodnotit 

vhodnost jeho použití v rutinní praxi. Tomuto tématu se bude práce věnovat 

v následující části. 

  

3.3.3.2. Derivatizace a stanovení platiny v bioanalýze – přehled 

 

Význam stanovení chemoterapeutik na bázi platiny 

Kvantifikace platinových léčiv je klíčová především během systémové léčby rakoviny. 

Protinádorová aktivita cisplatiny byla prokázaná před více než čtyřiceti lety a stále je 

základem systémové léčby v oblasti maligních nádorů, včetně germinálních nádorů 

vaječníků, plic a karcinomů hlavy a krku. Vzhledem k výskytu vážných vedlejší účinků 

po podání cisplatiny, zejména nefrotoxicity, byla vyvíjena další léčiva na bázi platiny, 

jako je karboplatina a oxaliplatina, které jsou současné době široce využívané. 

Chemické struktury těchto sloučenin jsou znázorněny níže (Obr. 14). Pro klinické účely 

byly v některých asijských zemích schváleny i nedaplatina, heptaplatina a lobaplatina 

[140, 141].  

 

 

Obr. 14 Chemické struktury platinových derivátů 

 

Léčba platinovými deriváty je spjatá s akutními i chronickými vedlejšími účinky, včetně 

nevolnosti a zvracení, bolesti břicha a průjmu,hlavně ale nefrotoxicity, hepatotoxicity, 
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ototoxicity, neuropatie, gastrointestinální toxicity a suprese kostní dřeně, které mohou 

být závažné nebo i život ohrožující. Pro cisplatinu je dávkou limitující toxicita spjatá 

s nefrotoxicitou, pro oxaliplatinu s neurotoxicitou a pro karboplatinu s myelosupresí 

[141–143]. V důsledku toho je stanovení platinových léčiv zásadní pro účely 

terapeutického monitorování , ale také ve vývoji nových přípravků a nových léčebných 

režimů [144]. 

 

Přístupy ke stanovení různých forem platinových cytostatik 

Mechanismus účinku platinových léčiv je velmi složitý a v mnoha ohledech stále není 

objasněn. Je známo, že cisplatina vyvíjí svou antineoplastickou aktivitu vazbou na 

DNA, vytvářením crosslinku a spuštěním buněčné apoptózy [141, 145–147]. Po podání 

platina v organismu snadno a rychle prochází neenzymatickou biotransformací, jejíž 

produkty byly zkoumány pro lepší pochopení účinku a toxicity těchto látek. Nicméně 

produkty biotransformace mohou mít rozdílné vlastnosti. Nevázaná, intaktní platina 

představuje aktivní formu cytostatika a má toxické účinky [144, 148]. Během hydrolýzy 

je ale platina z části transformována a vytváří mono- či dihydratované komplexy, které 

jsou taktéž aktivními, čili toxickými formami [149–152]. Nicméně tyto komplexy jsou ve 

vodném prostředí nestabilní a podle Xie a kol. je jejich spolehlivá kvantifikace náročná, 

nebo spíše nemožná kvůli nedostupnému standardu s přesným množstvím 

monohydratovaných komplexů [148, 153]. Intaktní cisplatina a monohydratované 

formy ztrácí svou aktivitu během biotransformace vazbou z velké části na bílkoviny, 

zejména albumin, glutathion, methionin a nukleotidy, čímž ztrácí i svůj toxický účinek 

[148, 154, 155]. Podobně oxaliplatina interaguje s endogenními sloučeninami s 

vysokou a nízkou molekulovou hmotností [156]. 

Platinová cytostatika mohou být kvantifikována mnohými způsoby. V bioanalytické 

praxi  se vyskytují tři nejčastější: 1) analýza celkové platiny (celkové množství kovu, 

neselektivní přístup), 2) analýza intaktní formy cytostatik a 3) analýza platinových-DNA 

adduktů [144].  

 

Analýza platinových derivátů biologickém materiálu a problematika 

chromatografického stanovení platiny-rešerše metod 

Metody pro stanovení platinových cytostatik často využívají hmotnostní spektrometrii 

s indukčně vázaným plasmatem (ICP-MS) [154, 157–160] či různé varianty atomové 
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absorpční spektrometrie [161–163]. V praxi zůstává metodou volby pro stanovení 

celkové platiny právě ICP-MS, a to z důvodu citlivosti této instrumentace. Ta se 

většinou používá samostatně jako hlavní technika, nebo v kombinaci s kapalinovou 

chromatografií jako způsob detekce [148, 164]. Selektivita těchto metod  avšak závisí 

na zvoleném způsobu separace, ale rovněž i na úpravě vzorku, která může být časově 

velmi náročná [148, 154, 157, 164, 165].  

V současné době jsou nejvíce selektivními metodami pro stanovení cisplatiny  

a oxaliplatiny HILIC-MS/MS [148, 166] a také HILIC-ICP-MS pro analýzu oxaliplatiny, 

kdy HILIC separace pomáhá zvyšovat selektivitu metody a MS/MS či ICP-MS zajišťuje 

vysokou citlivost instrumentace. Separace spíše polárních komplexů je obtížným 

aspektem LC analýzy platinových chemoterapeutik pro kterou lze využít separace na 

normální fázi [144] a HILIC [148, 157, 166]. Zhang et al. [165] pro stanovení oxaliplatiny 

publikoval protokol využívající separace na reverzní fázi. Ačkoli byla prokázána 

efektivita MS detekce, během analýzy cisplatiny čelíme problému s nastavením  

MS přechodů, jelikož cisplatina nepodléhá přímé ionizaci [144]. Tato skutečnost  

je doložena online publikovanými spektry v databázi lidského metabolomu [167].  

Xie et al. [148] aplikovali pro analýzu cisplatiny LC-MS/MS v MRM módu přechod 

318,1> 265,0. Důvodem nastavení tohoto přechodu byl pravděpodobně výskyt 

[M+ NH4]+ iontů ve spektru. Podobný přístup s použitím [M+ NH4]+ iontů pro detekci 

byl také použit i Arenas et al. [168], kteří rovněž pozorovali nízkou míru fragmentace 

cisplatiny. 

 

Derivatizace v analýze platinových chemoterapeutik 

HPLC ve spojení s DAD je v současné době jedním z nejběžnějších přístrojů 

bioanalytických laboratoří. Jednou z výzev stanovení cisplatiny pomocí kapalinové 

chromatografie spojené s UV detekcí je její špatná absorpce UV. Pro její zvýšení byla 

v minulosti pro před- a postkolonovou derivatizaci použita různá činidla jako např. 

diethyldithiokarbamát sodný (DDTC) [27,32–35], 2-acetylpirydinyl-4-fenyl-3-

thiosemikarbazon [36], 4-methyl-2-thioouracil [37], 4-karboxylfenyl-thiorhodanin [38] 

nebo 5- (2-hydroxy-5-nitrofenylazo) thiorhodanin [39].  

Derivatizace využívající DDTC nabízí pro analýzu platiny několik výhod, neboť zlepšuje 

detekci konjugátu platiny-DDTC, ale i zvyšuje jeho retenci na reverzní fázi. Více 

selektivní je však aplikace DDTC v postkolonovém formátu. Tento postup však 
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vyžaduje použití speciálního reaktoru pro derivatizaci, který je ovšem v rutinních 

laboratořích zřídka dostupný a celý proces je náročný i pro operátora [40,41]. 

Předkolonová derivatizace s DDTC umožňuje pohodlnější separaci stabilních derivátů 

platinových sloučenin na C18 reverzní fázi. Použití DDTC pro kvantifikaci platinových 

léčiv vyžaduje zohlednění několika parametrů. Pro použití v praxi je rozhodující 

dostupnost a výkonnost přístrojového vybavení, jakož i finanční zátěž analýzy. Pro 

účely terapeutického monitorování léčiv je na základě distribuce platinových léčiv 

v organismu pro analýzu voleno několik biologických matric. Cílem naší práce bylo 

specifikovat vliv různých biologických matric na HPLC-DAD kvantifikaci celkové a na 

bílkoviny nenavázané cisplatiny a oxaliplatiny za použití instrumentálně nenáročné, 

jednoduché a levné metody. Výsledky našich experimentů budou podrobněji 

diskutovány v komentáři k publikované práci a také v samotném manuskriptu.
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4. KOMENTÁŘE K PUBLIKOVANÝM VÝSTUPŮM 

SOUVISEJÍCÍCH S DISERTAČNÍ PRACÍ 

 

4.1. Rešeršní práce: Využití mikroextrakce v pipetovacích špičkách v klinické 

a forenzní toxikologii 

 

Příloha 1: Application of microextraction in pipette tips in clinical and forensic 

toxikology 

Dorota Turoňová, Lenka Kujovská Krčmová, František Švec 

Trends in Analytical Chemistry (2021), 143, 116404 

Impakt faktor (IF2021): 14,908 (D1), Article Influence Score (AIS2021): 1,976 (D1) 

 

4.1.1. Úvod 

Klinická a forenzní analytická toxikologie se zaměřuje na detekci, identifikaci a 

kvantifikaci léčiv, alkoholu, kontrolovaných nebo zakázaných látek a jedů v 

biologických a dalších materiálech. Biologické matrice obsahují širokou škálu složek, 

včetně solí, proteinů, lipidů, lipoproteinů, buněk a dalších kontaminantů, které mohou 

být přítomny ve vyšších koncentracích než cílové analyty. Velmi často je k dispozici 

jen omezené množství vzorku, který je nutno dále upravit, pro zajištění kompatibility s 

analytickou koncovkou a současně dosažení vysoké citlivosti metody, která umožní 

detekci cílových analytů i v stopových množstvích. Vzhledem k charakteru forenzní 

toxikologie a jejím právním důsledkům je zásadní zabezpečit spolehlivost používaných 

metodik a tím i prezentovaných výsledků [99, 100, 169, 170].  

Rešeršní práce je rozdělena do několika podkapitol. V úvodní části je diskutována 

důležitost úpravy vzorku, zefektivnění této úpravy pro rutinní praxi a také podstata 

mikroextrakce ve formátu pipetovacích špiček. Publikace dále obsahuje přehled 

komerčně dostupných špiček, včetně informací o výrobcích, formátech, chemismu 

sorbentů a jejich kapacitách. Dále jsou popsány i nové stacionární fáze vyvíjené v 

laboratořích, které se snaží efektivněji extrahovat cílové analyty.  

4.1.2.  µ-SPE-PT a DPX 

Pro úpravu vzorku ve výzkumu je v řadě případů využívána konvenční extrakce na 

pevnou fázi, která umožňuje dosáhnout vysokých výtěžností a významně přispívá ke 
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snížení matricových efektů. Nicméně rutinních laboratořích tuto techniku nalezneme 

jen zřídka z důvodu časové náročnosti a vysokých finančních nákladů. Současné 

trendy v oblasti úpravy vzorku směřují k miniaturizaci, zrychlení celého procesu, 

automatizaci a levnému zpracování většího počtu vzorků s důrazem na šetrnost k 

životnímu prostředí. Jednou z možností, která tyto požadavky splňuje, je využití 

mikroextrakčních špiček µ-SPE-PT a DPX. Tyto špičky se vyznačují jednoduchým 

použitím, které obvykle zahrnuje opakovanou aspiraci a vypouštění vzorku přes 

sorbent umístěný ve špičce. Díky svým výhodám tak jeví velký potenciál pro uplatnění 

v rutinní praxi. 

Pro úpravu vzorku výzkum často využívá konvenční extrakci na pevnou fázi, která 

umožňuje dosáhnout vysokých výtěžností a snížit matricové efekty. Nicméně tato 

metoda je v rutinních laboratořích zřídka používaná z důvodu časové náročnosti a 

finančních nákladů. Současné trendy v oblasti úpravy vzorku směřují k miniaturizaci, 

zrychlení celého procesu, automatizaci a levnému zpracování většího počtu vzorků s 

důrazem na šetrnost k životnímu prostředí. Jednou z možností, která tyto požadavky 

splňuje, je využití mikroextrakčních špiček µ-SPE-PT a DPX. Tyto špičky se vyznačují 

jednoduchým použitím, které obvykle zahrnuje opakovanou aspiraci a vypouštění 

vzorku skrz sorbent umístěný ve špičce. Díky svým výhodám tak jeví velký potenciál 

pro uplatnění v rutinní praxi. 

4.1.3. Aplikace mikroextrakčních špiček v klinické a forenzní toxikologii 

V publikaci se dále věnujeme aplikaci mikroextrakčních špiček v oblasti klinické a 

forenzní toxikologie se zaměřením na skupinu psychoaktivních látek (rozděleno na 

kanabinoidy a ostatních psychoaktivní látky), psychofarmaceutika, toxické látky 

přírodního původu a polutanty. Jsou zde hodnoceny výhody a nevýhody procesu 

úpravy vzorku, a to především z hlediska jeho rychlosti a složitosti s důrazem na 

zhodnocení praktičnosti postupu. Porovnávaná je náročnost předúpravy vzorku, 

způsob extrakce, aplikace či eliminace jednotlivých kroků µ-SPE-PT a DPX extrakce, 

počet potřebných cyklů aspirace a vypuštění vzorku přes špičku, zařazení dalších 

kroků úpravy vzorku, druh a použitý objem matrice z pohledu zatížení pacienta, 

množství použitých rozpouštědel, zařazení automatizace, aplikace vnitřního 

standardu, výtěžnost a citlivost výsledné metody a další parametry.  

4.1.4.  Závěr 

Hlavním cílem této práce je upozornění na důležitost přepracování starých 

konvenčních postupů a jejich nahrazení novými, účinnějšími technikami.  
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µ-SPE-PT a DPX špičky jsou opravdu slibnými nástroji pro předúpravu různých druhů 

biologického materiálu. Podstata jejich použití se shoduje s požadavky praxe. V 

rutinních laboratořích je důraz kladen zejména na výkonnost metodik, automatizaci, 

malý objem vzorku, dobu, za kterou se výsledky získají, náročnost z hlediska nákladů 

a zejména komfort pacienta. Aplikací µ-SPE-PT nebo DPX je umožněno zkrátit proces 

extrakce dokonce až na 1 minutu. Kromě úspory času je dalším důležitým aspektem 

schopnost eliminovat lidský faktor pomocí automatických pipetovacích systémů nebo 

jednoduše použitím vícekanálových automatických pipet. Implementace nových 

postupů do rutinní praxe se značně liší od jejich použití na poli výzkumu. Protokoly 

musí být co nejjednodušší, všechny potřebné nástroje musí být komerčně dostupné a 

měly by být univerzální. I když jsou vlastnoručně připravené mikroextrakční špičky 

obvykle levnější než špičky dostupné na trhu, pro rutinní praxi je bohužel nemožné 

vyrábět vlastní sorbenty a špičky bez narušení laboratorního pracovního procesu. 

Pokud jde o design µ-SPE-PT a DPX, s miniaturizací se snižuje množství sorbentu, 

tím i jeho kapacita, což je významný fakt, se kterým je nutno při vývoji metody počítat. 

Bylo zjištěno, že velký vliv na výtěžnost má i počet cyklů nasátí/vypouštění vzorku přes 

špičku. Účinnost DPX silně ovlivňuje i doba ekvilibrace po aspiraci vzorku. Ve většině 

případů je nutné vzorek před extrakcí jednoduše předem upravit dle povahy 

biologického materiálu protein precipitací, nebo naředěním, aby nedošlo k zanesení 

špičky při extrakci cílových látek. V případě µ-SPE-PT pomáhají tento problém 

překonat i monolitické sorbenty, jejichž struktura umožňuje lepší průtok vzorku 

sorbentem ve srovnání s plněnými špičkami s větší hustotou sorbentu. Přes veškerý 

potenciál mikroextrakčních špiček pro klinickou a forenzní toxikologii, většina 

publikovaných prací aplikuje jejich metodiku na limitovaný počet vzorků a zatím pouze 

jedna práce odkazuje na jejich použití v rutinní praxi [171]. 

Sepsání této práce napomohlo rozšíření znalostí autorky v oblasti úpravy vzorku, které 

byly využity v experimentální práci v laboratoři i během přípravy grantové přihlášky.
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4.2. Použití HPLC pro stanovení platinových léčiv v biologických matricích po 

derivatizaci diethyldithiokarbamátem 

 

Příloha 2: Using HPLC for the determination of platinum drugs in biological matrixes 

after derivatization with diethyldithiocarbamate 

Dorota Turoňová, Lenka Kujovská Krčmová, Milan Vošmik, Bohuslav Melichar, 

František Švec 

Journal of Separation Science (2023), doi: 10.1002/jssc.202300392 (v tisku) 

Impakt faktor (IF2022): 3,1 (Q2), Article Influence Score (AIS2022): 0,371 (Q3) 

 

4.2.1. Úvod a cíl 

Kvantifikace platinových léčiv je klíčová během systematické léčby nádorových 

onemocnění. Jako každé chemoterapeutikum, je i aplikace cisplatiny spjatá i s častým 

výskytem nežádoucích účinků. Z toho důvodů byly vyvíjeny i další deriváty jako je 

oxaliplatina nebo karboplatina. Bohužel všechna tato léčiva mají své nežádoucí účinky. 

Pro cisplatinu je tou limitující  nefrotoxicita, pro oxaliplatinu neurotoxicita a pro 

karboplatinu myelosuprese [141, 142]. Platinová chemoterapeutika je nezbytné 

analyzovat nejen pro účely terapeutického monitorování lékových hladin, ale i v rámci 

vývoje nových léčiv a terapeutických postupů [144].  

Pro zjednodušení analýzy polárních látek na bázi platiny, tedy pro zvýšení retence na 

reverzní fázi, ale i zvýšení absorpce látky během detekce, jsme použili protokol, který 

je vhodný pro stanovení různých platinových chemoterapeutik. Aplikací 

diethyldithiokarbamátu (DDTC), které je silným chelatačním činidlem, dochází 

k odstranění všech ligandů z léčiva za tvorby jednotného komplexu Pt-(DDTC)2  

a Pt-(DDTC)3 [144]. Přestože je předkolonová derivatizace méně selektivní než její 

postkolonová verze, představuje jednoduchý, rychlý a univerzální přístup ke stanovení 

platinových léčiv pomocí HPLC-UV na reverzní fázi. Jednou z jejích hlavních výhod je, 

že umožňuje cenově dostupnější analýzu pomocí UV detekce bez nutnosti dalšího 

špičkového přístrojového vybavení, jako je hmotnostní detektor. 

Tato práce poukazuje na výzvy a problémy spojené s předkolonovou derivatizací 

pomocí DDTC a je diskutována vhodnost tohoto přístupu pro stanovení platinových 

derivátů v různých biologických matricích v rutinní praxi. Během testování biologických 

matricí jsme zaznamenali rozdílné chování platinových léků, zejména v moči, kde jsme 

pozorovali nekonzistentní výsledky pro jednotlivé vzorky. S ohledem na tyto výzvy bylo 
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hlavním cílem práce vyvinout a optimalizovat HPLC metodu ve spojení s derivatizací 

pomocí DDTC, která by umožnila dosažení konzistentních výsledků ve vzorcích 

několika biomatric a která by byla robustní i vzhledem k vlivu variability biologické 

matrice pacienta. 

 

4.2.2. Výsledky a diskuze 

4.2.2.1. Vzorky matric 

Krev a moč byly poskytnuty zdravými dobrovolníky z řad laboratorního personálu. 

Peritoneální tekutina byla odebrána během operace od pacientů, kteří nebyli dříve 

léčeni platinovými léky. Vzorky moči a krve obsahující platinu byly odebrány od 

pacientů podstupujících intravenózní chemoterapií ve Fakultní nemocnici Hradec 

Králové (FNHK). Plasma a peritoneální laváž byly odebrány od pacientů léčených 

hypertermickou intraperitoneální chemoterapií ve Fakultní nemocnici Olomouc 

(FNOL). Protokol studie byl schválen institucionálními etickými komisemi EK FNOL 

118/17 (FNOL) a 202303 P01 (FNHK). Všichni zúčastnění pacienti a dobrovolníci 

podepsali i informovaný souhlas a souhlas se zpracováním osobních údajů. 

Krev byla odebírána do zkumavek s K3EDTA. Plasma byla oddělena od plné krve 

centrifugací (2000 g, 10 min, 4 °C). Plasmatický ultrafiltrát byl získán ihned po oddělení 

plasmy ultrafiltrací plasmy přes centrifugační filtr Microcon 10 kDa (21 380 g, 40 min, 

4 °C). Vzorky byly před analýzou uchovávány při -84 °C.  

 

4.2.2.2. Úprava vzorku před analýzou 

Pro ochranu vzorků před rozkladem analytů způsobeným expozicí dennímu světlu 

byla provedena opatření na minimalizaci jejich vystavení světlu během experimentů. 

Stanovení celkového obsahu cisplatiny a oxaliplatiny v plasmě 

Na začátku bylo ke 100 µl plasmy přidáno 10 µl vnitřního standardu a 25 µl DDTC. 

Směs byla derivatizována po dobu 10 min v termobloku při 45 °C. Následně bylo 

přidáno 200 µl acetonitrilu, tím byla derivatizační reakce zastavena, vzorek byl 

intenzivně protřepán na vortexu a centrifugován (21 380 g, 5 min, 20 °C). Nakonec byl 

supernatant opatrně promíchán a pipetován do 96jamkových destiček.  
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Oxaliplatina nevyžadovala derivatizaci při vyšší teplotě. Po přidání 10 µl vnitřního 

standardu a DDTC do plasmy byl vzorek okamžitě vysrážen acetonitrilem. Zbytek 

přípravy vzorku zůstal stejný. 

Stanovení celkové cisplatiny a oxaliplatiny v peritoneální laváži 

Úprava peritoneální laváže byla podobná jako u plasmy s výjimkou 50násobného 

zředění na začátku procesu 0,9% fyziologickým roztokem v případě cisplatiny a 

ultračistou vodou v případě oxaliplatiny. Následné zpracování 100 µl naředěného 

vzorku bylo stejné jako u plasmy. 

Stanovení celkové cisplatiny a oxaliplatiny v plasmatickém ultrafiltrátu 

Před zamrazením vzorku před analýzou, 200 µl plasmy bylo pipetováno do 

centrifugačního filtru Microcon 10 kDa a filtrováno pří 21 380 g, 40 min, 4 °C. Po 

rozmrazení bylo k 100 µl ultrafiltrátu přidáno 10 µl vnitřního standardu. Následné 

zpracování vzorku bylo stejné jako u plasmy. 

Stanovení celkové cisplatiny a oxaliplatiny v moči 

Vzorky moči byly zpracovány podobně jako vzorky plasmy s výjimkou počátečního 

desetinásobného ředění roztokem K3EDTA 2 g/l. Pro oxaliplatinu bylo použito 

100násobné ředění. Zpracování vzorku 100 µl zředěné moči pak bylo shodné se 

zpracováním vzorku plasmy. 

 

4.2.2.3. Chromatografické podmínky 

Pro účely vysokoúčinné chromatografie byl použit systém HPLC Prominence LC-20 

(Shimadzu, Kyoto, Japonsko) zahrnující degaser, dvě pumpy, autosampler, kolonový 

termostat, DAD (SPD-M20A). Pro separaci platinových derivátu byla zvolena core-

shell kolona Meteoric Core C18 (100 × 4,6 mm, 2,6 µm, velikost pórů 8 nm, YMC, 

Kyoto, Japonsko), v kombinaci s předkolonou Security Guard ULTRA F5 (10 × 4,6 mm, 

Phenomenex, Torrance, CA, USA), které byly temperované na 37 °C. Finální mobilní 

fáze byla složena z acetonitrilu a ultračisté milliQ vody v poměru 70:30. Analyty byly 

eluovány izokraticky při průtoku 1 ml/min. Nástřikový objem vzorku na kolonu byl 10 µl 

a to z 96jamkové destičky. Teplota rackchangeru byla nastavena na 10 °C. Analyty 

byly detekovány pomocí DAD detektoru při 254 nm.  

Ve vzorcích moči byl rovněž analyzován kreatinin a to mírně modifikovanou metodou, 

kterou pro použití na sérum publikoval kolektiv autorů z Výzkumné laboratoře  



Komentáře k publikovaným výstupům 

68| 

 

FNHK [172]. Po centrifugaci moči po dobu 45 s bylo 100 µl vzorku zředěno 1000 µl 

mobilní fáze a poté byl pomocí filtrační desky zfiltrován. Separace bylo dosaženo 

pomocí High Resolution C18 hybridní monolitické kolony 150 × 4,6 mm za použití 

izokratické eluce při průtoku 2,5 ml/min (0-2 min) a 3 ml/min (2-8 min). Jako mobilní 

fáze byl použit 15 mmol/l fosfátový pufr upravený na pH 6,45. Kreatinin byl detekován 

při 235 nm pomocí PDA detektoru. 

 

4.2.2.4. Vývoj úpravy vzorku pro jednotlivé biologické matrice 

V rámci experimentů byla zkoumána metodika využívající DDTC pro předkolonovou 

derivatizaci jako jednoduchý, rychlý, univerzální a levnější postup pro HPLC stanovení 

platinových léčiv v různých lidských matricích, který by poskytoval spolehlivé výsledky, 

protože dle našich dříve získaných dat bylo zjištěno, že právě matricové efekty a 

variabilita matrice jednotlivých pacientů způsobuje závažný problém vedoucí k 

nespolehlivým výsledkům, který dosud nebyl v literatuře diskutován. 

 

Plasma 

Protokol pro úpravu vzorku byl inspirován již publikovanými pracemi [173–175], který 

jsme ale museli modifikovat. 

Během počátečních experimentů byl jako vnitřní standard použit NiCl2 [173, 176], který 

byl nahrazen PdCl2 kvůli koeluující interferenci. 

Dalším optimalizovaným parametrem bylo množství DDTC k derivatizaci. 

Z testovaného rozmezí 1-10% DDTC v 0,1 M NaOH bylo nejlepších výsledků 

dosaženo s 5% DDTC.  

Jedním z nejdůležitějších faktorů však byla délka a teplota derivatizační reakce. 

Nesprávně nastavené podmínky vedly k nestabilnímu extraktu. V takovém případě byl 

pozorován nárůst plochy pod píkem platiny až o 28 % během reanalýzy po 2 a 15 h 

oproti výslednému extraktu. Dříve publikované práce prováděly derivatizaci při teplotě 

37-60 °C po dobu 10-60 minut [164, 168, 173–178]. My jsme prováděli experiment při 

20, 40 a 45 °C, kdy největší plochy pod píkem bylo pro cisplatinu dosaženo po 10 

minutách při 45 °C (Obr. 15 A). Oxaliplatina avšak nevyžadovala zvýšenou teplotu a 

plochy pod píkem bylo dosaženo při okamžitém přidání acetonitrilu po přidání DDTC 

(Obr. 15 B a C). 
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Obr. 15 (A) Doba derivatizace cisplatiny v plasmě při 45 °C. Nejlepší plocha píku 

cisplatiny byla získána při reakci po dobu 10 minut.  

(B) Doba derivatizace oxaliplatiny v plasmě při 45 °C. Nejvyšší plocha píku 

oxaliplatiny byla získána, když byla derivatizační reakce zastavena 

ihned po přidání DDTC do vzorku (čas 0).  

(C) Doba derivatizace oxaliplatiny v plasmě při 20 °C. Nižší teplota 20 °C 

během derivatizační reakce ve srovnání s experimentem při 45 °C vedla  

k menšímu poklesu plochy píku oxaliplatiny s časem. Nejúčinnější protokol 

byl získán v čase 0. 

 

Pro výtěžnost byl velmi ovlivňujícím aspektem rovněž i správný výběr typu a množství 

použitého precipitačního činidla pro pročištění vzorku. Nejlepších výsledků bylo 

dosaženo s přídavkem čistého acetonitrilu. Vyšších výtěžků a stabilnějších extraktů 
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bylo zajištěno centrifugací vzorku při 20 °C místo 4 °C. Díky veškeré optimalizaci 

dosahovala výtěžnost cisplatiny 97,2 % a oxaliplatiny 92,4 %. Citlivost metody, resp. 

LLOQ dosáhla v případě cisplatiny i oxaliplatiny 20 ng/ml.  

V mnoha publikacích rovněž zařadili LLE do úpravy vzorku pro zajištění vyšší citlivosti 

metody [164, 174, 176]. V našem případě jsme však v chromatogramu pozorovali více 

interferencí.  

 

Plasmatický ultrafiltrát 

Pro rozlišení celkové platiny od na bílkoviny nevázané formy byl pro analýzu použit 

plasmatický ultrafiltrát (PUF). Ten neobsahuje vysokomolekulární komponenty plasmy 

na které by se platina navázala a tím dochází k omezení její přeměny na neaktivní 

formu. V minulosti pro separaci PUF z plasmy byly použity centrifugační filtry s různou 

velikostí pórů membrány [164, 176, 178, 179]. Nicméně bylo prokázáno, že membrána 

s póry 3 a 30 kDa neovlivňuje kvalitu vzorku [180]. V naší studii byla aplikována 

membrána s cut-off 10 kDa. Kvůli viskozitě plasmy bylo ovšem obtížné získat 

dostatečný objem ultrafiltrátu potřebný pro analýzu. Tudíž 200 µL plasmy bylo použito 

pro ultrafiltraci. Lepšího výtěžku bylo dosaženo bez aktivace filtru. Ultrafiltrát byl poté 

zpracován klasickým způsobem jako plasma. Přídavek acetonitrilu ke vzorku způsobil 

dvojnásobný nárůst plochy pod píkem oproti postupu bez jeho přidání. V rámci 

optimalizace bylo testováno i zařazení LLE do úpravy vzorku. Bohužel tento krok 

pročištění vzorku nezajistil signifikantnější výtěžnost oproti prostému přidání 

acetonitrilu, proto jsme raději ponechali extrakci jednodušší bez LLE.  

Některé publikace nahradily centrifugační filtry prostým vysrážením proteinů  

[174, 181]. Bohužel během našich experimentů s různými precipitačními rozpouštědly 

a přístupy jsme nebyli schopni dosáhnout robustního výsledku.  

Bohužel analýza platiny v PUF po derivatizaci s DDTC nemusí dosáhnout úplné 

selektivity daného postupu, neboť malé molekuly např. methioninu a glutathionu, které 

projdou filtrem, vyvazují platinu a následně také reagují s DDTC, mohou být 

v ultrafiltrátu rovněž přítomny. Tudíž se jedná o celkový obsah platiny a ne čistě její 

volnou formu [148]. 
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Peritoneální laváž 

V publikovaných protokolech je možné pozorovat dva typy stanovení platinových léčiv 

a to analýzu celkové platiny 1) v laváži [154, 182] nebo 2) v ultrafiltrátu peritoneální 

laváže [162, 183, 184]. V našem případě jsme se rozhodli pro analýzu platiny přímo 

v laváži. Při kvantifikaci z peritoneální laváže pocházející od pacientů podstupující 

intraperitoneální chemoterapii čelíme dvěma výzvám: 1) vysoké koncentraci 

platinového derivátu oproti plasmě a 2) velmi složité matrici [85]. Při použití 

standardního postupu jako v případě plasmy jsme získali velmi nečisté extrakty ovšem 

intenzivně zbarvené hemoglobinem. Řešením pro jeho eliminaci i snížení matricového 

efektu způsobujícího nahodilost výsledků analyzovaných hladin bylo 50násobné 

zředění laváže fyziologickým roztokem v případě cisplatiny a ultračisté milliQ vody 

v případě oxaliplatiny.  

 

Moč 

Výsledky experimentů prováděných na moči nebyly v souladu s očekávanou 

redukovanou složitostí matrice. Při použití umělé moči a jejím zpracováním stejným 

způsobem jako plasma bylo pročištění vzorku velmi efektivní. Nicméně když byly takto 

zpracovány reálné blankové vzorky moči s následným přídavkem platiny o stejné 

koncentraci pro všechny odběry, stanovená koncentrace analytu se mezi vzorky lišila. 

Jiné publikace [173, 175] používající DDTC pro předkolonovou derivatizaci moči a 

plasmy problém s variabilitou výsledků nezmiňují. Navíc nebyl popsán žádný rozdíl v 

předúpravě vzorků pro plasmu a moč [173], nebo bylo dokonce zmíněno, že obě 

matrice byly zpracovány identicky [175]. Dokonce ani Arenas et al [168], kteří 

modifikovali dříve publikovaný protokol [173], nezaznamenali při použití derivatizace s 

MS/MS detekcí žádné problémy související s variabilitou matrice. Tento fakt může být 

ovšem způsoben tím, že ve studiích nebyla zpracována dostatečně velká kohorta 

pacientů. Při testování zmíněných protokolů jsme nedosáhli stejných hodnot 

koncentrace v platinou obohacených matricích. 

Jednoduché zředění matric vodou ani úprava pH vzorků neposkytlo pozitivní výsledky. 

Taktéž ani ředění DDTC v roztoku KOH namísto NaOH či použití vyšší koncentrace 

DDTC nebyly účinné. Pro lepší pročištění vzorku bylo zkoušeno i zařazení LLE do 

úpravy vzorku, bohužel analyty nebylo možné vůbec zachytit ani po upravení pH před 

extrakcí. Zvažována byla i možnost rozložení analytu během odpařování vzorku po 

LLE, ale ani snížením teploty nebyl získán pozitivní výsledek. Aplikací různých 
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precipitačních činidel a jejích kombinací, ale také použití síranu zinečnatého 

v kombinací s organickým činidlem taktéž nebyla patrná konzistence výsledků.  

Klíčovým krokem pro získání srovnatelných výsledků z moči testovaných od pacienta 

k pacientu se ukázalo být přidání K3EDTA v podobě (nejméně) desetinásobného 

ředění vzorku roztokem o koncentraci 2 g/l. Teprve ředění s K3EDTA v navrhovaném 

poměru poskytlo požadované srovnatelné výsledky mezi matricemi z různých zdrojů. 

Během experimentů byly testovány různé koncentrace K3EDTA roztoku, jejích ředící 

poměry, ale i možnost jeho přidání do roztoku IS či malého přídavku o vysoké 

koncentraci. Nejuspokojivější a nejstabilnější výsledky mezi vzorky byly získány z 

(nejméně) desetinásobného ředění roztokem K3EDTA o koncentraci 2 g/l, ačkoli 

citlivost metody se v důsledku zvýšeného poměru ředění snížila. Dolní mez 

kvantifikace pro oba analyty tak dosáhla 200 ng/ml při desetinásobném ředění. 

Spolehlivost výsledků byla zachována i při 100násobném ředění.  

Domníváme se, že ředění s K3EDTA způsobilo rozpuštění a zředění mikrokrystalů 

moči, jejichž přítomnost způsobila maskování derivátů platiny při reakci s DDTC v 

neředěné moči. K prokázání účinku K3EDTA bylo porovnáno 50 vzorků blankové moči 

z různých zdrojů, které byly obohaceny zkoumanými analyty. Jak ukazuje obrázek 

(Obr. 16), desetinásobné ředění 2 g/l K3EDTA na rozdíl od neředěných vzorků 

korigovalo nestejný matricový efekt mezi pacienty a poskytlo spolehlivé výsledky.  

 

 

Obr. 16 Účinek ředění vzorku pomocí K3EDTA na výtěžnost cisplatiny (A) 

 a oxaliplatiny (B). Po zředění vzorků se hodnoty výtěžnosti v jednotlivých vzorcích 

moči sjednotily – modré tečky. Oranžové tečky představují stejné matrice, které byly 

zpracovány bez naředění K3EDTA. 

 



Komentáře k publikovaným výstupům 

 

|73 

 

Po takovém zředění vzorků moči se hodnoty výtěžnosti cisplatiny a oxaliplatiny 

pohybovaly mezi 95,65 a 106,71 %, resp. 96,29 a 108,02 %. Opakovatelnost našich 

výsledků byla rovněž ověřena i získáním nízké relativní směrodatné odchylky  

2,99 % pro cisplatinu a 3,41 % pro oxaliplatinu. Při porovnávání výsledků neředěných 

močí jsme pozorovali značnou variabilitu mezi jednotlivými matricemi. Proto důrazně 

doporučujeme, aby byla variabilita matric z různých zdrojů řádně testována na větších 

souborech vzorků, protože má rozhodující vliv na spolehlivost získaných výsledků. 

Výsledný chromatogram moči ve srovnání s jinými matricemi je uveden na obrázku 

(Obr.17). 

 

Obr. 17 Porovnání chromatogramů platinou obohacené peritoneální tekutiny na 10 

000 ng/l (červená čára), standardního roztoku - 200 ng/l (růžová čára), plasmy - 200 

ng/l (fialová čára), standardního roztoku s K3EDTA - 200 ng/l (šedá čára) a moči s 

K3EDTA - 2 000 ng/l (žlutá čára). V čase 2,99 minut byl eluován komplex cisplatiny-

DDTC a v čase 4,02 minuty lze pozorovat vnitřní standard jako komplex palladium-

DDTC. Zbylé píky pochází z derivatizačního činidla.  

 

4.2.2.5. Aplikace metody 

Optimalizovaná metoda byla použita k analýze vzorků získaných od pacientů léčených 

intravenózní chemoterapií na bázi platiny. Vzorky od pacientů léčených oxaliplatinou 

byly odebrány na konci dvouhodinové infuze. Vzorky krve a moči od pacientů léčených 

cisplatinou byly odebrány po ukončení 4hodinové infuze. Následné moč byla 

odebírána v intervalu 12 a 36 hodin po ukončení podávání chemoterapeutika.  
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Ve všech vzorcích moči byl rovněž analyzován kreatinin. Výsledky jsou uvedeny v 

tabulkách (Tab. 2 a 3). 

 

Tab. 2 Koncentrace celkové oxaliplatiny v plasmě, plasmatickém ultrafiltrátu a moči 

v poměru s kreatininem. 

Pacient č. 
c v plasmě 

(ng/mL) 
c v PUF (ng/mL) 

Pt v moči/kreatinin 
(µg/pmol) 

1 2 305 1 033 6,93 

2 2 711 1 260 9,88 

3 2 519 1 040 24,38 

4 2 494 1 232 9,29 

5 1 239 467 4450 

6 1 853 768 8,80 

7 3000 915 10,21 

8 2 576 1 229 17,16 

9 2 690 1 833 7,89 

10 2 691 473 14,51 

11 2 740 637 18,31 

12 2 358 1 436 7,94 

13 1 393 1 367 13,40 

14 2 566 1 831 7,27 

15 1 870 688 23,99 

16 3 557 1 745 33,90 

17 1 800 781 1,90 

18 3 694 1 670 20,49 

19 2 703 628 4,46 

20 5 151 385 16,54 

21 2 985 1 007 7,53 

22 3 561 1 785 20,18 

23 2 178 1 009 22,75 

24 1 580 417 8,85 
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Tab. 3 Koncentrace celkové cisplatiny v plasmě, plasmatickém ultrafiltrátu a moči 

v poměru s kreatininem. 

Pacient č. 
c v plasmě 

(ng/mL) 
c v PUF (ng/mL) 

Pt v moči/kreatinin 
(µg/pmol) 

25 1 038 427 7,31 

   0,04 

26 2 769 744 21,01 

   0,56 

   0,23 

27 805 32 14,64 

   * 

   0,07 

28 588 4,14 5,11 

   * 

   0,05 

29 1 395 325 14,63 

   0,04 

   0,02 

30 1 402 322 25,82 

   0,31 

   0,17 

31 1 344 291 8,44 

   0,14 

32 1 263 397 7,90 

   0,01 

33 1 324 332 13,83 

   0,09 

*Hodnota koncentrace byla pod kalibračním rozsahem 

 

4.2.3. Závěr 

Zejména kvůli složitosti matric může být v bioanalýze stanovení platinových léčiv 

pomocí kapalinové chromatografie s předkolonovou derivatizací s DDTC obtížné. To 

může způsobit řadu problémů při analýze, může být ovlivněna citlivost, robustnost a 

selektivita dané metody. Z tohoto důvodu byla metodika předkolonové derivatizace s 

DDTC pro LC-DAD analýzu cisplatiny nebo oxaliplatiny pečlivě optimalizována a lze ji 

použít jako univerzální přístup s minimálními úpravami pro stanovení v různých 

biologických matricích, jako je plasma, plasmatický ultrafiltrát, peritoneální laváž a také 

moč. Zejména moč způsobuje silný matricový efekt a nejvyšší variabilitu vzorků. 

Abychom tomuto jevu předešli, bylo pro získání spolehlivých výsledků nezbytné použít 

alespoň desetinásobné ředění roztokem K3EDTA o koncentraci 2 g/l, přičemž jsme 

získali porovnání výsledků 50 močí z různých zdrojů. Nicméně předkolonová 

derivatizace pomocí DDTC je jednoduchý, levný, složitou instrumentaci nevyžadující 

přístup, vhodný pro rutinní praxi, který umožňuje zpracování velkých sérií vzorků.
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4.3. Biomarkery zánětu a progrese během imunoterapie u pacientů 

s metastatickým renálním karcinomem 

 

Příloha 3: Biomarkers of Inflammation and Progression During Immunotherapy  

in Patients With Metastatic Renal Cell Carcinoma 

Martina Spisarová, Bohuslav Melichar, Jarmila Juráňová, Anežka Zemánková, Tomáš 

Adam, Kateřina Matoušová, Lenka Javorská, Lenka Kujovská Krčmová, 

Dorota Turoňová, Hana Študentová 

In Vivo (2023), 37 (1), 393-399 

Impakt faktor (IF2022): 2,3 (Q4), Article Influence Score (AIS2022): 0,422 (Q4) 

 

4.3.1. Úvod a cíl 

Použití imunoterapie zásadním způsobem změnilo léčbu metastatického karcinomu 

ledviny (mRCC). Inhibitory kontrolních bodů imunity (ICI), které byly aplikovány u 

pacientů, u nichž selhávají inhibitory tyrosinkinasy [185, 186], dosáhly nejlepšího 

účinku jako součást kombinovaných režimů [187, 188]. Navzdory výraznému zlepšení 

účinnosti léčby, u většiny pacientů léčených imunoterapii dojde nakonec ke zhoršení 

jejich stavu. 

Bohužel ale stále postrádáme postup, kterým lze identifikovat pacienty, u kterých by 

aplikace imunoterapie pravděpodobně nedosáhla požadovaného efektu a pro které by 

raději měl být zvolen alternativní postup léčby či experimentální terapie. Vzhledem k 

tomu, že existuje několik způsobů terapie s různými mechanismy účinku, bylo by velmi 

zajímavé nalézt vhodné schéma, které by hrálo zásadní roli pro její výběr. Bylo 

prokázáno, že zvýšené koncentrace markerů aktivace imunitní a zánětlivé odpovědi, 

jako je C-reaktivní protein (CRP), interleukin-1 a -6, nebo neopterin, jsou spojeny se 

špatnou prognózou u pacientů s nádorovým onemocněním včetně mRCC [189, 190]. 

Vysoké koncentrace těchto prediktorů byly rovněž spojeny s nedostatečnou odpovědí 

na imunoterapii [191]. 

Cílem této studie bylo zhodnotit souvislost mezi biomarkery imunitní aktivace a 

výsledkem léčby u pacientů s mRCC léčených ICI. 
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4.3.2.  Výsledky a diskuze 

V rámci studie byla analyzována laboratorní a klinická data 79 pacientů s histologicky 

potvrzeným mRCC léčených imunoterapií založenou na ICI. Padesát pacientů bylo 

léčeno pouze nivolumabem a 29 pacientům byla podávána kombinace ipilimumabu a 

nivolumabu s následnou aplikací nivolumabu a to dle stanovené strategie. Nevýhodou 

souboru byla jeho heterogenita z pohledu linií léčby a použitých režimů. Odpověď na 

léčbu byla hodnocena standardními radiologickými metodami ve 2 až 3měsíčních 

intervalech. Léčba byla podávána až do opakovaného potvrzení progrese nebo 

projevů závažné toxicity.  

Z hlediska laboratorní diagnostiky byly vzorky séra a moče zúčastněných pacientů 

podrobeny hematologickému a biochemickému testování. Hladiny CRP, kreatininu, 

laktát-dehydrogenázy a albuminu v séru byly stanoveny použitím komerčně 

dostupných kitů na modulárním analýzátoru Cobas c 8000 (Roche Diagnostics, 

Německo). Sérový neopterin byl stanoven pomocí kitu pro enzymovou-imunoanalýzu 

na systému EVOLIS (Bio-Rad Laboratories, USA). V rámci souboru laboratorních 

výsledků získaných stanovením v rutinních laboratořích FN Olomouc byly rovněž 

hodnoceny i hematologické parametry krevního obrazu pomocí analyzátoru Sysmex 

XN (Sysmex, Japonsko). Ve výzkumné laboratoři Ústavu klinické biochemie a 

diagnostiky FNHK byl metodou HPLC s fluorescenční a UV-VIS detekcí stanoven 

močový neopterin společně s kreatininem po velmi jednoduché úpravě vzorku 

neředěním a filtrací a následné separaci na C18 monolitní stacionární fázi [192].  

Získaná data byla podrobena statistické analýze a byly studovány korelace mezi 

jednotlivými parametry. 

Pro zhodnocení výsledků, byli všichni pacienti sledováni po dobu minimálně 4 měsíců, 

kdy se stav 33 pacientů zhoršil nebo došlo k úmrtí a 46 pacientů bylo bez progrese. 

Pacienti s progresí nebo zemřelí během 4 měsíců měli vyšší prognostické skóre, vyšší 

sérový CRP, sérový a močový neopterin a nižší sérový albumin, koncentrace 

hemoglobinu a Charlesonův index komorbidity. Výraznější rozdíl vykazoval poměr 

sérového neopterinu/kreatininu. Podobný vývoj parametrů byl pozorován po dobu 6, 8 

a 12 měsíců. 

Po 6 měsících bylo naživu 61 pacientů a 17 pacientů zemřelo. U zemřelých po 6 

měsících bylo pozorováno výrazně vyšší skóre vybraných prognostických modelů 

(IMDC a MSKCC, stav výkonu ECOG), značně zvýšený sérový CRP, sérový a močový 

neopterin, počet leukocytů, monocytů, neutrofilů, destiček, distribuční šířka erytrocytů 
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a poměr destiček-lymfocytů, dále byl výrazně nižší sérový albumin a průměrný objem 

destiček. Největší rozdíl byl opět pozorován u poměru sérového neopterinu/kreatininu 

a podobný trend rozdílů v parametrech byl zaznamenán při hodnocení celkového 

přežití pacientů po dobu 4, 8 a 12 měsíců. 

 

4.3.3.  Závěr  

Biomarkery aktivace imunitní odpovědi, zejména poměr neopterinu a kreatininu v séru 

koreluje s výsledky terapie u pacientů s mRCC léčených imunoterapií. U pacientů s 

mRCC by sérová koncentrace neopterinu vyjádřená jako poměr ke kreatininu měla 

poskytnout přesnější výsledek. Potenciální role neopterinu jako prognostického a 

prediktivního biomarkeru u mRCC během imunoterapie by však měla být potvrzena na 

větším souboru pacientů, který by byl více heterogenní z hlediska linií léčby a použitých 

režimů. Cílem budoucích studií prediktivních biomarkerů by měla být snaha 

identifikovat pacienty, kteří pravděpodobně budou profitovat z léčby založené na ICI, i 

ty, kteří z ní pravděpodobně mít prospěch nebudou. Pacientům, kteří pravděpodobně 

nebudou na tuto léčbu reagovat, by pak mohly být nabídnuty jiné možnosti léčby nebo 

by mohli být přednostně zařazeni do klinických studií nových látek nebo 

kombinovaných režimů.
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4.4. Neopterin a kynurenin v séru a moči jako prognostické biomarkery u 

hospitalizovaných pacientů s variantou delta a omicron infekce SARS-CoV-2 

 

Příloha 4: Neopterin and kynurenine in serum and urine as prognostic biomarkers in 

hospitalized patients with delta and omicron variant SARS-CoV-2 Infection 

Lenka Kujovská Krčmová, Kateřina Matoušová, Lenka Javorská, Petr Šmahel, Mikuláš 

Skála, Vladimír Koblížek, Jan Škop, Dorota Turoňová, Markéta Gančarčíková, 

Bohuslav Melichar 

Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (2023), 37285602 

Impakt faktor (IF2022): 6,8 (Q1), Article Influence Score (AIS2022): 1,017 (Q1) 

 

4.4.1. Úvod a cíl 

COVID-19 představuje akutní nakažlivé onemocnění způsobené virem SARS-CoV-2. 

Ve většině případů se infekce projevuje bezpříznakově nebo s mírnými symptomy 

podobnými běžné chřipce. U některých pacientů může dojít k rozvinutí tzv. cytokinové 

bouře, kterou následuje rozvoj syndromu akutní respirační tísně. Pacienti s těžkým 

průběhem mohou velmi často skončit fatálně popř. s následným dlouhodobým 

poškozením plic.  

Produkce interferonu gama, aktivovaná imunitním systémem během virové infekce, 

může vyvolat zvýšení hladiny neopterinu a degradaci tryptofanu na kynurenin, což se 

projevuje zvýšeným poměrem kynureninu a tryptofanu. V rámci zánětlivé reakce v 

průběhu COVID-19 dochází k aktivaci monocytů/makrofágů a uvolňování 

prozánětlivých cytokinů (Obr. 18). Existuje řada studií, které potvrzují pozitivní korelaci 

mezi zánětlivými biomarkery, jako je CRP nebo interleukin-6, a závažností 

onemocnění [193, 194].  

V souvislosti s COVID-19 nedávno vyvstal potenciál využití neopterinu a poměru 

kynureninu a tryptofanu jako možných spolehlivých zánětlivých biomarkerů [195]. 

Podobně jako v minulosti bylo zaznamenáno zvýšení sérového neopterinu u 

onemocnění SARS [196], tak i v souvislosti s predikcí závažnosti průběhu COVID-19 

byl neopterin významným prediktivním markerem [197, 198].  

 

 



Komentáře k publikovaným výstupům 

82| 

 

 

Obr. 18 Patogeneze onemocnění a produkce cytokinů v průběhu covid-19. 

 (IL- interleukin, CRP- C-reaktivní protein, TNF-α- tumor nekrotizující faktor α,  

INF-γ-interferon γ). Publikováno s dovolením MUDr. Petra Šmahela, Ph.D. 

 

Cílem této studie bylo posoudit korelaci mezi močovými a sérovými biomarkery a ověřit 

možnost využití moči jako neinvazivního zdroje vzorku. Zároveň se publikace zaměřila 

na vyhodnocení potenciálu neopterinu, kynureninu a tryptofanu jako prediktorů 

závažnosti onemocnění u skupiny hospitalizovaných pacientů s COVID-19. Cílem 

studie bylo také sledovat tyto parametry u obou variant viru (omikron a delta). Hlavním 

cílem bylo definovat vhodné kombinace vybraných klinických parametrů a těchto 

nových markerů, které by pomohly lékařům při diferenciaci pacientů během pandemie. 

 

4.4.2. Metodika  

Vzorky byly získány od pacientů starších 18 let, kteří byli hospitalizováni v období od 

listopadu 2021 do dubna 2022 s diagnózou COVID-19 ve FNHK. U skupiny 108 

pacientů byl věkový medián 72,5 let. Protokol studie byl schválen institucionální etickou 

komisí (č. 202011P04) a všichni dobrovolníci podepsali informovaný souhlas. 

Sérum a moč byly odebírány 1. až 4. den hospitalizace. Sérový neopterin, kynurenin a 

tryptofan byly analyzovány metodou HPLC využívající pro separaci C18 monolitní 

stacionární fázi s následnou fluorescenční a UV-VIS detekcí. Pro úpravu vzorku bylo 

aplikováno ředění, precipitace proteinů, centrifugace a nakonec filtrace [172].  

Ke stanovení močového neopterinu a kreatininu byla použita metoda HPLC 

s fluorescenční detekcí [18]. Tato metoda má velmi jednoduchou úpravu vzorku, který 
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jen ředíme mobilní fází a poté filtrujeme. Abychom analyzovali kompletní spektrum 

těchto látek i v moči, pro kvantifikaci kynureninu, tryptofanu a kreatininu byla použita 

UHPLC-MS/MS. Zde separace analytů probíhala na C18 core-shell stacionární fázi 

s polární modifikací a ionizace analytů byla podpořena mobilní fází obsahující 

mravenčan amonný a methanol s kyselinou mravenčí.  

Během hospitalizace byly sledovány některé rutinní parametry, jako je CRP, dále 

vstupně virový N-antigen a hodnoty CT (CT- cycle threshold value-prahový cyklus 

udávající množství virových kopií v průběhu polymerázové řetězové reakce).  

N-antigen byl stanoven pomocí soupravy pro kvantitativní stanovení SARS-CoV-2 

antigenu (fluorescenční imunochromatografií) (Biohit Healthcare, Finsko) a CRP byl 

měřen pomocí analyzátoru COBAS (Roche Diagnostics, Německo). Kromě toho byly 

do hodnocení zahrnuty některé parametry, jako je index tělesné hmotnosti (BMI), věk 

a škála klinické křehkosti (CFS). 

Závažnost onemocnění byla vymezena potřebou kyslíkové terapie a pacienti byli 

rozděleni podle tohoto kritéria do dvou skupin (s a bez následné oxygenoterapie). 

Prognóza byla hodnocena rozdělením pacientů na základě přežití nebo úmrtí během 

hospitalizace. Žádný z pacientů nebyl propuštěn s fatální infekcí (tj. všichni pacienti s 

terminálním stadiem COVID-19 léčení s paliativním záměrem zemřeli v nemocnici). 

 

4.4.3. Výsledky a diskuze 

Jedním z hlavních cílů této studie bylo prozkoumat možnost využití moči jako 

neinvazivní alternativy k séru pro analýzu biomarkerů. Získané výsledky ukázaly 

významnou korelaci mezi koncentracemi biomarkerů v moči a séru, a to bez ohledu na 

variantu viru. Výsledky v moči byly vždy korigovány na hodnotu kreatininu. 

Značné rozdíly byly pozorovány v sérovém a močovém neopterinu, kynureninu a 

poměru kynureninu a tryptofanu v závislosti na potřebě následné oxygenoterapie u 

celé kohorty a u varianty delta, která se klinicky projevovala mnohem agresivněji. 

Zvýšené hodnoty neopterinu, kynureninu a poměru kynureninu a tryptofanu souvisely 

tedy se závažností onemocnění. U omicronu výsledky nedosáhly statistické 

významnosti. V rámci možnosti predikce rozvinutí v závažný stav byly rovněž 

hodnoceny vstupní parametry CRP a N-antigenu, jejichž hladina byla výrazně vyšší u 

pacientů, kteří potřebovali následně oxygenoterapii. 
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Vstupní sérové i močové hladiny biomarkerů byly významně vyšší u pacientů, kteří 

zemřeli během hospitalizace, ve srovnání s pacienty, kteří přežili v celkovém souboru 

i v jednotlivých variantách viru. Stejný trend vykazovala i hladina N-antigenu. 

Vypočteny byly i ROC (receiver operating characteristic) křivky s definovanou citlivostí 

a specifitou pro předpověď potřeby léčby oxygenoterapií, ale i šance na přežití, které 

kombinovaly biomarkery s dalšími daty jako je věk pacienta, jeho BMI, hladiny CRP, 

N-antigenu či CFS, aby bylo dosaženo komplexnějšího porovnání klinických dat.  

Velmi důležitou součástí studie bylo i vytvoření cut-off hladin pro šanci na přežití a 

predikci závažnosti průběhu onemocnění. Bylo nezbytné zachytit všechny pacienty 

s šancí na přežití se 100% sensitivitou, aby bylo zajištěno, že žádný z přeživších nebyl 

falešně klasifikován jako zemřelý kvůli rozdílnému přístupu k léčbě z důvodu limitované 

kapacity péče, kdy přednost pro poskytnutí intenzivní péče je dána pacientům s větší 

šancí na přežití. Proto bylo kritické dosáhnout nulové hodnoty falešně negativních 

výsledků u pacientů s šancí na přežití.  

 

4.4.4. Závěr 

Získané výsledky naznačují, že neopterin, kynurenin a poměr kynureninu a tryptofanu 

v séru nebo moči představují perspektivní biomarkery pro zvládnutí léčby COVID-19. 

Velkým přínosem vypracovaných komplexních rovnic pro predikci rizika potřeby 

následné oxygenoterapie nebo úmrtí během hospitalizace je možnost poskytnutí 

cenných informací pro důležitá terapeutická rozhodnutí, která jsou nezbytná činit 

v krizových situacích, kdy kapacita zdravotnické péče může být limitovaná.
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5. ZÁVĚR 

Tato disertační práce zaměřující se na využití kapalinové chromatografie v analýze 

biologického materiálu pro klinický výzkum je souhrnem mé publikované vědecké 

činnosti na Katedře analytické chemie Farmaceutické fakulty v Hradci Králové 

Univerzity Karlovy.  

Celé mé doktorské studium jsem působila ve Fakultní nemocnici Hradec Králové v 

Ústavu klinické biochemie a diagnostiky, kde pracuje výzkumná skupina Chromed, 

jejíž jsem byla členkou a měla jsem možnost se zapojit nejen do výzkumu na poli 

analytické chemie, ale také působit v klinických studiích, které naše metodiky využívají.  

Teoretická část je shrnuje postavení vysokoúčinné kapalinové chromatografie vůči 

ostatním metodám v praxi a diskutuje parametry důležité pro vývoj LC metody, ale i 

současně trendy používané v praxi. Dále je diskutován odběr vzorku a úprava vzorku 

před chromatografickou analýzou, a to včetně současných trendů. Součástí kapitoly 

úpravy vzorku je i část věnující se derivatizacím rovněž i s uplatněním derivatizace 

v analýze platinových chemoterapeutik, která souvisí s komentářem k publikované 

práci. 

Komentáře k vybraným pracím se zaměřují na oblast úpravy vzorku biologického 

materiálu a chromatografické analýzy se zaměřením na praktičnost použití v klinickém 

výzkumu i rutinní praxi. První část je souhrnem přehledového článku diskutujícího 

využití moderního přístupu mikroextrakce v pipetovacích špičkách pro účely 

toxikologické analýzy. Ten cílí zejména na praktičnost jednotlivých postupů, jejich 

výhody a nevýhody a snaží se poukázat na nutnost přepracování konvenčních postupů 

a jejich nahrazení novými, účinnějšími technikami pro zefektivnění laboratorní 

diagnostiky.  

Druhý rozsáhlejší komentář se věnuje problematice stanovení platinových 

chemoterapeutik v různých druzích biologických matric při použití předkolonové 

derivatizace s DDTC. Jelikož HPLC ve spojení s DAD detekcí je jedním 

z nejběžnějších přístrojů rutinních laboratoří, aplikace předkolonové derivatizace 

s DDTC umožnila analyzovat stabilní deriváty cisplatiny či oxaliplatiny pomocí 

separace na C18 reverzní fázi bez drahého přístrojového vybavení. Nejprve byla 

vyvinuta chromatografická metoda a úprava vzorku pro stanovení celkového obsahu 

platiny v plasmě. Z důvodu možné aplikace metody pro analýzu biologického materiálu 

od pacientů podstupující hypertermickou intraperitoneální chemoterapii nebo 

systémovou léčbu, byla úprava vzorku dále optimalizovaná i pro stanovení celkové 
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platiny v peritoneální laváži, ale i v moči. Jelikož jsme zřejmě jako první pozorovali 

nadměrné matricové efekty v moči za použití prezentované metodiky, i přesto byl 

nalezen způsob úpravy vzorku pro moč eliminující kolísaní hladin platinových derivátů 

způsobené variabilitou matric mezi pacienty. V manuskriptu i zde v části komentářů 

byla pak popsána úskalí použití předkolonové derivatizace a její vhodnost pro různé 

matrice jakožto instrumentálně nenáročné, jednoduché a levné metody. 

Třetí a čtvrtá komentovaná práce se věnuje klinickým studiím, které probíhaly ve 

spolupráci s Fakultní nemocnicí Olomouc, a některými pracovišti Fakultní nemocnice 

Hradec Králové. Spojujícím prvkem těchto prací byla analýza biomarkerů aktivace 

imunitní odpovědi. V prvním případě ve vztahu možnosti využití poměru neopterinu a 

kreatininu v séru jako markeru predikce odpovědi organismu postiženého mRCC na 

léčbu imunoterapií. V druhém případě studie zaměřená na monitorování pacientů 

s COVID-19 prokázala, že neopterin, kynurenin a poměr kynureninu a tryptofanu v séru 

nebo moči představují perspektivní biomarkery pro zvládnutí léčby COVID-19. 

Obrovským přínosem bylo vypracování i prediktivních rovnic poskytujících klíčové 

informace pro terapeutická rozhodnutí během pandemie. 
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